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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Tramadol je centralno delujoč analgetik, ki se presnavlja v jetrih. Citokrom P450 2D6 
(CYP2D6) desmetilira tramadol, nastali presnovek M1 (O-desmetiltramadol) pa ima 
največjo afiniteto za opiatni receptor in najmočnejše protibolečinsko delovanje. M1 se v 
jetrih inaktivira z glukuronidacijo, ki jo katalizira UGT2B7. Na plazemske koncentracije 
tramadola vplivajo tudi od ATP odvisni prenašalci (ABC-prenašalci), ki črpajo presnovek 
M1 iz celice (Grond in sod., 2014). 
 
Zaradi genetske variabilnosti je v slovenski populaciji okrog 6 % oseb, ki so slabi 
presnavljalci (PM) tramadola, ker imajo dva neaktivna alela CYP2D6. Pri takih osebah bo 
protibolečinski učinek tramadola manjši, zato potrebujejo višji odmerek ali pa drugi 
analgetik. V slovenski populaciji pa je tudi okrog 3 % oseb, ki so zaradi duplikacije CYP2D6 
ultrahitri presnavljalci (UM) in jih zaradi hitre aktivacije tramadola bolj ogrožajo neželeni 
učinki (Dolžan in sod., 1995). 
 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
 
V skupini 113 preiskovank, ki so prejemale tramadol za lajšanje pooperativne bolečine po 
operaciji raka dojke, ki je vključevala odstranitev pazdušnih bezgavk, smo želeli preveriti 
frekvence najpogostejših polimorfnih alelov gena CYP2D6: *3, *4, *5 (delecija), *6, *10, 
*41 in duplikacijo gena *2xN in njihov vpliv na pojav neželenih učinkov tramadola v prvih 
štirih tednih po operaciji. Na našem vzorcu bolnic smo želeli tudi ovrednotiti vpliv izbranih 
funkcionalnih polimorfizmov v genih za prenašalca ABCB1 (rs1128503, rs2032582 in 
rs1045642) in ABCC2 (rs2804402, rs717620 in rs2273697) ter konjugacijski encim 
UGT2B7 (rs7668258 in rs7668258) na pojav neželenih učinkov.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pogostost neželenih učinkov je pri slabih presnavljalkah tramadola z genotipom CYP2D6 
PM manjša kot pri hitrih ali ultrahitrih presnavljalkah (genotip EM ali UM).  
Nosilke genetskih polimorfizmov ABCB1, ABCC2 in UGT2B7 imajo večje tveganje za pojav 
neželenih učinkov kot bolnice, ki v teh genih nimajo prisotnih polimorfnih alelov. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 FARMAKODINAMIKA TRAMADOLA 
 
Tramadol je centralno delujoči opioidni analgetik, ki je bil prvič sintetiziran leta 1962. Po 
strukturi je podoben kodeinu in morfinu (Leppert, 2009). Ima dve enantiomerni obliki, ki z 
različnima mehanizmoma prispevata k analgetični aktivnosti. (+)-Tramadol in njegov 
presnovek (+)-O-desmetiltramadol sta agonista µ-opioidnih receptorjev (OPRM1), poleg 
tega (+)-tramadol poveča sproščanje seratonina in istočasno inhibira njegovo reabsorbcij. (-
)-Tramadol pa je agonist α-adrenergičnih receptorjev in z njihovo stimulacijo inhibira 
reabsorbcijo noradrenalina. To komplementarno in sinergistično delovanje obeh enantiomer 
izboljša analgetični učinek racemata.  
Tramadol je na voljo v obliki kapsul, kapljic, pripravkov za rektalni, intramuskularni in 
intravenozni vnos (Grond in sod., 2014). Tako kot druga opioidna zdravila se uporablja za 
lajšanje akutnih in kroničnih bolečin. Pomemben je za lajšanje poopreativne bolečine, 
nevropatične bolečine, bolečine pri rakavih bolnikih in pri bolnikih z osteoartritisom 
(Balhara in sod., 2018).  
 
2.2 FARMAKOKINETIKA TRAMADOLA 
 
Po enkratnem oralnem odmerku, ki običajno znaša 100 mg je njegova biodostopnost 68 %. 
Po večkratnem zaužitju naraste na 90 %. Maksimalna plazemska koncentracija tramadola 
pri zdravih odraslih po zaužitju 100 mg znaša 300 µg/L in je dosežena v 1.6 uri (tmax). 
Ledvični očistek (klirens) pri zdravih odraslih znaša 6.61 l/h (Lassen in sod., 2015).  
2.2.1 Presnova 
 
Faza 1 presnove poteka v jetrih z O- in N-desmetilacijo, pri tem so ključni citokromi P450 
(CYP). Pri vstopu v celico se tramadol s CYP2D6 O-desmetilira v O-desmetiltramadol (M1) 
ali pa se z N-desmetilacijo s CYP2B6 in CYP3A4  pretvori v N-desmetiltramadol (M2), ki ni 
farmakološko aktivna spojina. Presnovka M1 in M2 se lahko nato razgradita v sekundarne 
presnovke. Pretvorbo v N,N-didesmetiltramadol (M3) katalizirata CYP3A4 in CYP2B6, za 
nastanek N,O-didesmetiltramadola (M5) pa so odgovorni trije encimi – CYP3A4, CYP2B6 
in CYP2D6. N,N,O-tridesmetiltramadol (M4) nastane z razgradnjo presnovkov M5 in M3 
(slika 1).  
Od vseh naštetih spojin sta farmakološko aktivna samo presnovka M1 in M5. M1 se po 
bioaktivaciji sprosti v krvni obtok, po katerem potuje do centralnega živčnega sistema, kjer 
aktivira µ-opioidne receptorje (Grond in sod., 2014).  
3 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz farmakokinetike tramadola (Gong in sod., 2014) 
 
V fazi II presnove poteče glukuronidacija, ki poveča topnost eksogenih in endogenih 
substratov. S tem se izboljša njihovo izločanje preko urina ali žolča. Te reakcije katalizira 
družina membranskih proteinov imenovanih UDP-glukuronoziltransferaze (UGT). Te 
vežejo z UDP aktivirano α-D-glukuronsko kislino (UDP- glukuronska kislina) na lipofilni 
substrat, ki vsebuje ustrezno funkcionalno skupino, najpogosteje hidroksilno, karboksilno 
ali amino skupino (Lehtonen in sod., 2010). Encima UGT2B7 in UGT1A8 sodelujeta pri 
pretvorbi O-desmetiltramadola v O-desmetiltramadol glukuronid (slika 1, slika 2). Slednji 
se izloči iz celice z ABCC2-prenašalcem (Grond in sod., 2014).  
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Slika 2: O-desmetilacija tramadola s pomočjo CY2D6 in biotransformacija z UGT2B7 v O-desmetiltramadol 
(Lehtonen in sod., 2010) 
 
2.2.2 Transport 
 
Prenašalci imajo pomembno vlogo pri absorbciji, distribuciji in izločanjem tramadola. Eden 
izmed najpomembnješih prenašalcev je P-glikoprotein (P-gp ali ABCB1), ki ga kodira gen 
ABCB1. ABCB1 vpliva na biodostopnost opioidov v možganih (Grond in sod., 2014). Češka 
raziskava je sicer pokazala, da polimorfizem gena ABCB1 ne vpliva na protibolečinski 
učinek tramadola, niso pa preučili polimorfizmov gena za prenašalec ABCC2, ki naj bi imel 
večjo vlogo pri črpanju M1 iz celic (Tzvetkov in sod., 2011). Ključen prenašalec za privzem 
in izločanje hidrofilnega presnovka M1 je SLC22A1, ki ga kodira gen OCT1. Ta prenašalec 
vpliva na koncentracijo M1 v krvni plazmi, kar poveča analgetično učinkovitost zdravila 
(Grond in sod., 2014).  
 
2.3 FARMAKOGENETIKA TRAMADOLA  
 
Farmakogenetika je veda, ki preučuje vpliv genetskih dejavnikov na razlike v odgovoru 
posameznikov na zdravila. Gene, ki vplivajo na presnovo zdravil lahko razdelimo v dve širši 
skupini. V prvi skupini so geni, ki vplivajo na farmakokinetiko, v primeru tramadola so to 
lahko citokromi P450, ABC-prenašalci in encimi odgovorni za glukuronidacijo (Peiró in 
sod., 2016). V drugi skupini pa so geni, ki vplivajo na farmakodinamiko, na primer geni, ki 
kodirajo receptorje na katere se veže zdravilo, v našem primeru opioidni receptor µ, ki ga 
kodira gen OPRM1. 
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Poglavitni genetski dejavniki, ki vplivajo na presnovo in delovanje zdravil so genetski 
polimorfizmi v poteh presnove, prenosa ali delovanja zdravil. O genetskem polimorfizmu 
govorimo, kadar sta na določenem lokusu prisotna dva ali več alela in je frekvenca manj 
pogostega alela v populaciji več kot 1 %. Najbolj pogosto preučevani genetski polimorfizmi 
v farmakogenetiki so polimorfizmi posameznih nukleotidov (SNP), insercije, delecije in 
duplikacije. Te se lahko nahajajo v kodirajočih ali v nekodirajočih področjih DNA. 
Prisotnost polimorfizma v kodirajočih področjih lahko vodi v zamenjavo (substitucijo) 
aminokisline, nastanek stop kodona, premik bralnega okvirja ali v nastanek novega mesta za 
izrezovanje intronov. Večinoma polimorfizmi v nekodirajočih področjih nimajo 
neposrednega vpliva na zaporedje aminokislin, lahko pa vodijo v nastanek novega mesta za 
izrezovanje intronov, kar v končni fazi vpliva na aktivnost proteina in spremembo zaporedja 
aminokislin. Velikokrat spregledani polimorfizmi so sinonimni SNP oz. tihi polimorfizmi, 
pri katerih pride do spremembe nukleotida, ta pa ne spremeni aminokisline v proteinu. 
Velikokrat se jih smatra kot nepomembne, vendar lahko vplivajo na stabilnost nastale 
mRNA, hitrost ali učinkovitost prevajanja ali pa na izrezovanje intronov. Med pomembnejše 
genetske polimorfizme spada tudi variabilnost v številu kopij gena (CNV, copy-number 
variation) pri katerih zaporedje aminokislin ostane nespremenjeno, vendar se poveča število 
kopij gena, kar vodi v povečano presnovo (Deenen in sod., 2011).  
2.3.1 CYP2D6 
 
Encim CYP2D6 spada v družino citokromov P450 (CYP). Ime so dobili po absorbcijskem 
vrhu pri 450 nm, ko so reducirani z ogljikovim oksidom. So hemoproteini s 400 do 500 
aminokislinami in prostetično skupino hema v aktivnem mestu (Manikandan in Nagini, 
2018). Nahajajo se v fosfolipidnem dvosloju endoplazmatskega retikuluma na citosolni 
strani membrane. Aktivno preklapljanje med odprtim in zaprtim stanjem omogoča dostop 
substrata do aktivnega mesta, ki se lahko prilagodi številnim substratom, kar omogoča 
sodelovanje tega encima pri različnih reakcijah oksidacije in redukcije, tako endogenih kot 
eksogenih spojin (Gopisankar, 2017). Vršijo tudi reakcije hidroksilacije, pri katerih se en 
atom iz molekule kisika vključi v substrat, drugi pa se reducira v vodo s pomočjo NADPH, 
ki služi kot donor elektronov (Dolžan 2012).  
Okoli 40 % genov, ki sodeluje v prvi fazi presnove je polimorfnih. Genetski polimorfizmi 
vplivajo na aktivnost encimov, kar v končni fazi vpliva na koncentracijo zdravila v krvni 
plazmi. Humani genom ima zapis za 59 proteinov CYP, ki jih na podlagi podobnosti v 
nukleotidnem zaporedju razdelimo v 18 družin in 43 poddružin.  
Nomenklatura je zelo poenotena. Kratica CYP se nanaša na citokrome P450, številka, ki 
sledi umesti protein v ustrezno družino na podlagi 40 % podobnosti v aminokislinskem 
zaporedju. Sledi črka, ki označuje poddružino na podlagi 55 % podobnosti v 
aminokislinskem zaporedju, medtem ko zadnja arabska številka označuje posamezni encim 
(Dolžan 2012). Geni za človeške encime so zapisani z velikimi črkami ležeče (italic), 
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zvezdica (*) zraven gena pa označuje alel (slika 3). Referenčni alel oz. alel divjega tipa 
(wild-type - wt) je označen z *1, npr. CYP2D6*1. Ostalim alelom pripišemo drugo arabsko 
številko, lahko pa tudi opišemo kako se razlikujejo od referenčnega alela.  
Tak način označevanja nam pomaga pri kategorizaciji posameznikov v štiri različne 
fenotipe. Posamezniki, ki imajo dva alela divjega tipa so hitri presnavljalci (EM). Tisti, ki 
imajo en ali dva alela z zmanjšano aktivnostjo so vmesni presnavljalci (IM), če nimajo 
nobenega funkcionalnega alela, pa jih umestimo v skupino slabih presnavljalcev (PM). 
Nosilci več kopij alela divjega tipa pa so ultrahitri presnavljalci (UM) (Dong in sod., 2018; 
Janicki, 2013).  
Humani lokus za poddružino CYP2D zajema zapis za tri homologne gene CYP2D8P, 
CYP2D7, CYP2D6, ki se nahajajo na kromosomu 22q13.1. Tako kot ostali predstavniki 
družine CYP2 vsebujejo devet eksonov in osem intronov. CYP2D8P je pseudogen s 
številnimi delecijami in insercijami ter brez odprtega bralnega okvirja. CYP2D7 vsebuje 
insercijo v prvem eksonu, ki povzroči premik bralnega okvirja in posledično terminacijo 
translacije. Edini funkcionalni gen znotraj te poddružine je torej CYP2D6 (Zanger in sod., 
2004).  
 
 
Slika 3: Primer zapisa alela za gene iz družine citokromov P450 (Bishop, 2018) 
 
2.3.1.1 Polimorfizmi CYP2D6 
 
Alele CYP2D6 delimo na funkcionalne in nefunkcionalne (nične ali null) alele ter alele, ki 
zmanjšajo oz. povečajo aktivnost proteina. Nični aleli spadajo v skupino nefunkcionalnih 
alelov in ne kodirajo funkcionalnega proteina, ter so najpogostejši vzrok za umestitev 
posameznikov v skupino slabih presnavljalcev. V to skupino spadajo aleli CYP2D6 *3, *4, 
*5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15, *16, *18, *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44, *56 in 
*62 (Zhou, 2009). Najbolj pogosti nični alel je *4, ki ima v kavkazijski rasi frekvenco 20-
25 % in je prisoten pri 70-90 % vseh slabih presnavljalcev (PM). Ključna mutacija je 
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sprememba nukleotida na mestu 1847 iz G v A (1847G>A, rs3892097), kar spremeni 
izrezovalno mesto na meji med intronom 3/eksonom 4, zaradi premika bralnega okvirja pa 
pride do nastanka stop kodona (Zanger in sod., 2004). Drugi najbolj pogosti nični alel je *5, 
pri katerem gre za delecijo gena CYP2D6 in je v večini populacij prisoten s frekvenco 3-6 
% (Dolžan, 2012).  
Določeni aleli CYP2D6 so povezani z zmanjšano aktivnostjo encima. V to skupino spada 
pet alelov: *9, *10, *17, *36, *41. Pri alelu *9 je odsoten kodon 281. Nastali protein je še 
vedno funkcionalen, vendar ima manjšo količino hema, kar vodi v zmanjšano aktivnost. 
Frekvenca tega alela v kavkazijski rasi je 1-2 %. Pri alelu *10 substitucija 100C>T vodi v 
zamenjavo prolina za serin na mestu številka 34 (p.Pro34Ser). Prolin je ključen, ker povezuje 
hidrofobno membransko sidro z globularnim delom proteina, kjer se nahaja hem. Frekvenca 
alela pri kavkazijski rasi je 2 %, v azijski populaciji pa 51 %. Prisoten je pri 10-20 % vseh 
vmesnih presnavljalcev (IM) (Zanger in sod., 2004; Gan in sod., 2007). Med pomembnejše 
v tej skupini spada tudi alel *41 pri katerem pride do substitucije 2989G>A, kar vodi v 
spremenjeno procesiranje mRNA in nastanek proteina z zmanjšano aktivnostjo (Zhou, 
2009). Frekvenca alela *41 v celotni populaciji znaša 8 % (Zanger in sod., 2004). 
Genotipizacija ultrahitrih presnavljalcev (UM) je pokazala, da imajo več kopij 
funkcionalnega gena CYP2D6. Aleli *1xN, *2xN in *35xN se v kavkazijski populaciji 
pojavljajo s frekvenco 3 %, pri afro-američanih pa s frekvenco 4,5 %. Frekvenca 
posameznikov z duplikacijami CYP2D6 narašča od severa proti jugu Evrope, in sicer je na 
Švedskem 1-2 %, v Nemčiji 3,6 %, v Španiji 7-10 % in na Siciliji 10 % (Dolžan, 2012). 
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Slika 4: Prikaz funkcionalnih in nefunkcionalnih alelov CYP2D6. Prikazani so aleli, ki vplivajo na fenotip 
(Zanger in sod., 2004) 
 
2.3.2 UGT2B7 
 
UDP-glukuronozil transferaze (UGT) so membranski proteini, ki se nahajajo na notranji 
strani endoplazmatskega retikuluma. To področje je bogato z UDP-glukuronsko kislino, ki 
je donor aktiviranega sladkornega ostanka za vezavo z različnimi endogenimi in eksogenimi 
spojinami, ki s tem postanejo bolj topne in se učinkoviteje izločijo iz telesa. Pri človeku 
poznamo dve superdružini genov za UGT – UGT1 in UGT2. Najpogosteje so izraženi v 
jetrih, prisotni so tudi v tankem in debelem črevesju, mehurju, ledvicah ter pljučih (Fujiwara 
in sod., 2016).  
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Encime UGT na podlagi podobnosti v aminokislinskem in nukleotidnem zaporedju delimo 
na tri poddružine: UGT1A, UGT2A, UGT2B (Lehtonen in sod., 2010). V družino UGT2B 
spadajo proteini UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17 in 
UGT2B28. Gen UGT2B7 poleg šest eksonov vsebuje tudi tri dodatne eksone – dodatni ekson 
1 in dva dodatna eksona 6. To pripomore k veliki transkripcijski variabilnosti saj lahko iz 
enega genskega zapisa nastane 22 transkripcijskih različic za sedem različnih proteinov 
UGT2B7 (UGT2B7_i1 do _i7) (Fujiwara in sod., 2016). Encim UGT2B7 sestavlja 529 
aminokislin. Njegova C-terminalna domena je odgovorna za vezavo UDP-glukuronske 
kisline, medtem ko je N-terminalna domena ključna za namestitev v membrano in vezavo 
substrata. UGT2B7 uravnava raven številnih endogenih substratov, kot so androsteroni, 
estrioli in retinojska kislina, poleg tega pa sodeluje tudi pri konjugaciji različnih protirakavih 
zdravil (epirubicin) in opioidov (metadon, morfin, tramadol) (Miley in sod., 2007).  
 
2.3.2.1 Polimorfizmi UGT2B7  
 
Najbolj pogosto preučevani polimorfizem gena UGT2B7, ki poveča aktivnost proteina je alel 
*2 (rs7439366). Na mestu 802 v nukleotidnem zaporedju pride do substitucije C za T, kar 
vodi v zamenjavo histidina za tirozin na mestu 268 (p.His268Tyr) (Blanco in sod., 2016). 
Frekvenca UGT2B7*2 pri kavkazijski populaciji znaša 0,489,  v Japonski populaciji pa 0,268 
(Bhasker in sod., 2000). Pogosto preučevani polimorfizem tega gena je tudi -161C>T 
(rs7668258), ki je v vezavnem neravnovesju z UGT2B7*2, oba pa sta povezana z višjo 
aktivnostjo za konjugacijo opioidov (Singkham in sod., 2013).  
 
2.3.3 ABC 
 
Prenašalci z ATP-vezavno domeno (ATP-binding cassette – ABC) so družina membranskih 
proteinov, ki s pomočjo ATP-ja omogočajo aktivni prenos snovi preko membrane v 
nasprotni smeri elektro-kemičnega gradienta. Imajo štiri funckionalne domene – dve 
transmembranski domeni in dve ATP oz. nukleotid vezavni domeni (slika 5a). 
Transmembranski domeni (TMD) imata od šest do deset α-heliksov, odvisno od družine 
(večina šest), kar skupaj znese od dvanajst do dvajset α-heliksov. Razporejeni so tako, da 
tvorijo poro, ki je dostopna iz citoplazme ali zunanjosti celice. Substrat, ki potuje skozi poro 
mora v neki točki priti v stik z aminokislinskimi ostanki α-heliksov. Pri P-glikoproteinih so 
pokazali, da imajo pore več različnih in prekrivajočih se vezavnih mest za različne substrate. 
P-glikoproteini so zaradi te lastnosti sposobni transporta številnih različnih substratov 
(Wilkens, 2015).  
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Nukleotid vezavni domeni se nahajata na citoplazemski strani membrane. Znotraj te domene 
je več pomembnih predelov – zanka P omogoča vezavo fosfata, zanka A pa omogoča vezavo 
purinskega obroča. Glutamatni ostanek v motivu Walker-B je glavno katalitično mesto, 
aminokislinski motiv LSGGQ pa omogoča orientacijo molekule ATP med samo hidrolizo. 
Pomembna je tudi zanka Q, ki tvori povezavo s TMD in sodeluje pri dimerizaciji zanke D, 
ki povezuje proces hidrolize in transporta (slika 5b) (Locher, 2016).  
 
 
Slika 5: Shematski prikaz zgradbe ABC-prenašalca. Slika a prikazuje funkcionalne domene. Slika b prikazuje 
ključne motive znotraj nukleotid vezavne domene (Locher, 2016) 
2.3.3.1 Polimorfizmi ABCB1  
 
Poznamo 48 različnih humanih ABC-prenašalcev, ki jih uvrščamo v sedem različnih 
poddružin (A, B, C, D, E, F in G). Veliko teh prenašalcev je farmakološko pomembnih, saj 
sodelujejo pri porazdelitvi ter izločanju zdravil, kot tudi pri odgovoru rakavih celic na 
različne kemoterapevtike (Gutmann in sod., 2010). ABCB1, imenovan tudi P-glikoprotein 
(P-gp) ali  »MDR1« (multidrug resistance protein 1) se nahaja v membrani hepatocitov, celic 
ledvičnih tubulov, enterocitov in endotelnih celic krvno možganske bariere. Ima široko 
substratno specifičnost za izločanje snovi iz celice. Polimorfizmi gena ABCB1, ki so 
povezani bodisi z manjšo ali večjo aktivnostjo P-gp so 1236 C>T (rs1128503), 2677 G>T/A 
(rs2032582) in 3435 C>T (rs1045642). Najbolj raziskan med njimi je polimorfizem 3435 
C>T. Zmanjšana aktivnost pri posameznikih z genotipom 3435TT, lahko vodi v večjo 
biodostopnost in posledično večjo koncentracijo zdravila v krvi (Bastami in sod., 2014). 
Frekvenca tega polimorfizma je 24-28 % pri kavkazijski populaciji, 50 % v jugozahodni 
Aziji in  <7 % v Afriki (Ameyaw in sod., 2001).  
 
2.3.3.2 Polimorfizmi ABCC2  
 
ABCC1, ABCC2 in ABCC3, imenovani tudi »multidrug resistance proteini 1-3« so tisti 
proteini znotraj poddružine C, ki so največkrat vpleteni v transport opioidov. ABCC2 in 
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ABCC3 se nahajata na apikalni in bazolateralni strani membrane hepatocitov, enterocitov, 
celic ledvičnih tubulov in placente. Peptid DPDPE je edini opioid za katerega je dokazana 
vloga ABCC2 pri njegovem transportu. Obstajajo pa tudi neposredni dokazi, da je ABCC2 
vpleten v prenos morfina, endomorfina-1, endomorfina-2, met-enkephalina in TYR-MIF-1. 
Poleg tega je vpleten tudi v transport glukuronidiranih presnovkov (Somogyi in sod., 2007). 
 
2.4. VPLIV GENETSKE VARIABILNOSTI NA PRESNOVO TRAMADOLA IN NA 
ODGOVOR NA ZDRAVLJENJE 
 
Polimorfizmi gena CYP2D6 lahko prispevajo k manj učinkovitemu analgetičnemu učinku 
tramadola. To je zelo pogost primer pri počasnih presnavljalcih (PM), ki imajo nižjo 
plazemsko koncentracijo tramadola in njegovega presnovka M1 kot hitri presnavljalci (EM) 
(Somogyi in sod., 2007). V raziskavi s 300 bolniki, ki so za lajšanje pooperativne bolečine 
prejemali tramadol, jih je bilo na podlagi genetskih testov 30 uvrščenih v skupino počasnih 
presnavljalcev in 241 v skupino hitrih presnavljalcev. Počasni presnavljalci so za lajšanje 
bolečine potrebovali višje odmerke tramadola (144.7 mg) kot hitri presnavljalci (108.2 mg), 
poleg tega je bilo v skupini slabih presnavljalcev več neodzivnih bolnikov (46.7 %) kot v 
skupini hitrih presnavljalcev (21.6 %) (Leppert 2009; Stamer in sod., 2003).  
 
Frekvenca in intezivnost neželenih učinkov je povezana s povišanimi koncentracijami 
presnovka (+)-M1 v krvi. Posledično imajo slabi presnavljalci manjšo frekvenco in 
intenzivnost neželenih učinkov, medtem ko imajo hitri presnavljalci več neželenih učinkov. 
Vzrok manjše encimske aktivnosti CYP2D6 pri vmesnih presnavljalcih je lahko manjša 
stabilnost encima, sprememba prepoznavnega mesta za substrat in zmanjšana afiniteta za 
substrat. Pri najbolj pogostem alelu IM (CYP2D6*10) je bil ledvični očistek tramadola in 
presnovka M1 manjši pri heterozigotih (*1/*10), kot pri pacientih z referenčnim genotipom 
(*1/*1) (Lassen in sod., 2015).  
 
Večje število kopij funkcionalnega gena CYP2D6 pri ultrahitrih presnavljalcih je lahko tudi 
usodno za življenje bolnika. Poročali so o številnih takšnih primerih: 66-letni bolnik je deset 
ur po zaužitju tramadola izgubil zavest in prenehal dihati (Lassen in sod. 2015), 22-letnica, 
je po zaužitju zanjo prevelike doze tramadola utrpela hipotermijo, hipoglikomijo in odpoved 
ledvic (Elkalioubie in sod., 2011), petletni otrok, ki prejemal tramadol kot postoperativni 
analgetik po odstranitvi tonzil, pa je imel težave z dihanjem (Orliaguet in sod., 2015).  
 
Na presnovo kodeina pa lahko pomembno vplivajo tudi polimorfizmi UGT2B7. Raziskave, 
ki so preučevale vpliv polimorfizma UGT2B7*2 na presnovo kodeina so ugotovile, da 
posamezniki z genotipom TT za lajšanje bolečine potrebujejo manj kodeina kot posamezniki 
z genotipom CC (Baber in sod., 2016). Ta polimorfizem vpliva tudi na presnovo morfina. 
Posamezniki z genotipom TT imajo v primerjavi s posamezniki z genotipom CC in TC v 
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krvi višje koncentracije morfina kot njegovega presnovka M6G. Pri isti skupini bolnikov je 
bil občutek slabosti prisoten pogostje kot pri bolnikih brez polimorfizma UGT2B7*2 
(Sadhasivam in sod., 2012). Čeprav je gen UGT2B7 zelo polimorfen, se za veliko 
polimorfizmov ne ve ali vplivajo na plazemske koncentracije tramadola in njegovega 
presnovka M1. Poleg tega je narejenih premalo raziskav, kjer so inhibirali ali inducirali 
aktivnost tega proteina in tako ovrednotili vpliv na presnovo tramadola (Lassen in sod., 
2015). 
 
Za ABC-prenašalce ni še nobenih raziskav in vitro, ki bi dokazale, da je tramadol njihov 
substrat (Bastami in sod., 2014; Lassen in sod., 2015). Obratno je pri morfinu, kjer raziskave 
in vitro dokazujejo, da so ABC-prenašalci vpleteni v njegov prenos preko membrane 
(Hassan in sod., 2009). Obstajajo tudi klinične raziskave, ki so preučevale vpliv treh 
genotipov ABCB1 na pojavnost neželenih učinkov. Genotipi 1236TT, 2677TT in 3435TT so 
povezani z nižjo frekvenco utrujenosti in bruhanja pri bolnikih, ki so prejemali morfin za 
lajšanje pooperativne bolečine (Sadhasivam in sod., 2012) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 PREISKOVANKE 
 
V raziskavo smo vključili 113 preiskovank. Glavni vključitveni kriterij je bil operacija raka 
dojke, ki vključuje odstranitev podpazdušnih bezgavk.  
Izključitveni kriteriji so bili sledeči: 
• sočasna rekonstrukcija dojke s tkivnim razširjevalcem ali prostim režnjem, 
• alergija na zdravila, ki bodo uporabljena v raziskavi (lokalni anestetik, piritramid, 
tramadol, naproksen, paracetamol), 
• moški spol,  
• nosečnost, 
• velika ogroženost zaradi anastezije (ASA nad 3), 
• starost pod 18 let in nad 70 let,  
• bolezni jeter ali ledvic,  
• redno jemanje analgetikov ali antidepresivov, 
• prisotnost psihiatrične bolezni (demenca, shizofrenija, manično depresivna bolezen). 
 
Vse bolnice so pred posegom opravile pregled po ustaljenem postopku. Med pregledom so 
pridobili tudi podatke o telesni višini in masi, pridruženih bolezni, alergijah in razvadah, 
jemanju zdravil in oceno o anestezijskem tveganju po kriterijih Ameriškega združenja 
anesteziologov (ASA, American Society of Anaesthesiology). Zbrali so tudi podatke o 
prisotnosti bolečin pred operacijo in o uporabi analgetikov. Pred operativnim posegom so 
bolnice izpolnile vprašalnik EORTC QLQ – BR23 o kvaliteti življenja, vprašalnik o 
bolečini, ki ga na Onkološkem inštitutu dajejo standardno vsem bolnikom ob prvem obisku 
v protibolečinski ambulanti in vprašalnik o anksioznosti in depresiji. Vse tri vprašalnike so 
bolnice ponovno izpolnile ob kontrolnem pregledu 12-15 mesecev po operativnem posegu. 
 
Na dan operativnega posega so vse bolnice prejele ustaljeno pooperativno analgezijo z 
elastomerno črpalko z lokalnim anastetikom, ki so jo odstranili drugi pooperativni dan. Prvi 
pooperativni dan so vse bolnice prejemale tramadol s paracetamolom v odmerku 37,5/325 
mg na 8 ur. Vse bolnice so prejemale še nesteroidni antirevmatik s protibolečinskim 
delovanjem naproksen v odmerku 550 mg (1 tableto) na 12 ur, za preprečevanje slabosti pa 
po 10 mg metoklopramida 3-krat na dan.  
 
Drugi dan po operativnem posegu so bolnice naključno razporedili v dve skupini z različno 
močno analgezijo: v standardno skupino s šibkejšo pooperativno analgezijo in v skupino z 
močno analgezijo, ki so jo prejemale od drugega do 29. pooperativnega dne. Naključno 
razvrščanje v skupini so opravljale sestre v enoti za klinične raziskave že na dan operativnega 
posega. Vse bolnice so dobivale analgetike v standardnih odmerkih, katere priporoča 
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literatura in so jih rutinsko že doslej uporabljali pri zdravljenju bolnic po odstranitvi 
pazdušnih bezgavk. Skupina z močnejšo analgezijo je na 8 ur prejemala tramadol s 
paracetamolom v odmerku 75/650 mg, skupina s šibkejšo analgezijo pa 37,5/325 mg. 
Podatek o tem, katera bolnica je prejemala močnejšo in katera šibkejšo analgezijo, bo razkrit 
šele eno leto po končani raziskavi, zato, da bodo rezultati raziskave nepristranski. Bolnice v 
obeh skupinah so prejemale še nesteroidni antirevmatik naproksen natrij 550 mg, 1 tableto 
na 12 ur. V primeru hujših bolečin kljub jemanju tramadola, paracetamola in naproksen 
natrija so bolnice lahko prejele še metamizol 500 mg do 4 g na dan, ne pa višjih odmerkov 
tramadola.  
 
Pri vseh bolnicah so v  zdravstveni dokumentaciji tekom prvega meseca po operativnem 
posegu enkrat tedensko zabeležili pojav neželenih učinkov zdravljenja (bolečine v 
operiranem področju, bolečine v trebuhu, slabost, bruhanje, zaprtje), gibljivost rame in 
prisotnost limfedema. Da bi ugotovili prisotnost limfedema so vsem bolnicam pred 
operativnim posegom in leto dni po posegu izmerili obseg obeh podlahti in nadlahti. Redno 
so beležili tudi učinkovitost protibolečinskega zdravljenja. 
 
3.2 EKSPERIMENTALNE METODE  
 
3.2.1 Izolacija DNA  
 
Bolnicam so pred kirurškim posegom odvzeli vzorec periferne venske krvi v epruveto s 
podtlakom in dodanim EDTA kot antikoagulantom. Kri je bila shranjena na – 20 °C do 
dneva, ko se je opravljala izolacija DNA.  
 
Princip za izolacijo DNA je temeljil na obarjanju proteinov delno razgrajenih s proteinazo 
K z visoko koncentracijo NaCl in obarjanju DNA z izopropanolom.  
Izolacija je bila izvedena s pomočjo kompleta reagentov FlexiGene® Qiagen, ki je vseboval:  
• pufer za lizo FG1,  
• pufer za spiranje FG2, 
• proteinazo K, 
• pufer za elucijo FG3.  
Od drugih reagentov smo potrebovali še: 
• 100 % izopropanol za obarjanje,  
• 70 % etanol za odstranitev soli.   
DNA smo izolirali iz 3 ml polne krvi, ki smo jo prelili v 15 ml centrifugirko in ji dodali 7,5 
ml pufra za lizo FG1. Vsebino smo dobro premešali in nato centrifugirali 6 minut pri 3500 
vrtljajih na minuto (vrt./min). Po centrifugiranju smo previdno odlili supernatant tako, da je 
usedlina ostala v centrifugirki. K usedlini smo dodali 10 ml destilirane vode in jo dobro 
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premešali na vibracijskem mešalniku. Vzorec smo ponovno centrifugirali 6 minut pri 3500 
vrt./min. Ta postopek smo še enkrat ponovili, da bi zagotovili večjo čistost DNA. Po 
centrifugiranju smo supernatant zavrgli in usedlini dodali 1,5 ml mešanice pufra FG2 in 
proteinaze K. Vzorec smo dobro premešali in nato 10 minut inkubirali v vodni kopeli pri 65 
°C. Po končani razgradnji proteinov smo raztopini dodali 2 ml 100 % izopropanola in vse 
dobro premešali z obračanjem mikrocentrifugirke. Ko se je DNA oborila, smo vzorec 
ponovno centrifugirali 5 minut pri 3500 vrt./min. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, 
oborjeni DNA dodali 70 % etanol in 5 sekund mešali na vibracijskem mešalniku. Vzorec 
smo ponovno centrifugirali 5 minut pri 3400 vrt./min in nato zavrgli supernatant. Oborjeno 
DNA smo 10 minut sušili pri sobni temperaturi, nato pa smo notranjost mirkocentrifugirke 
pazljivo obrisali s staničevino, ne da bi se dotaknili oborjene DNA. Po sušenju smo DNA 
resuspendirali v 300 µl pufra FG3 in dobro premešali na vibracijskem mešalniku. Raztopino 
smo nato eno uro inkubirali v vodni kopeli pri 65 °C, da se je DNA popolnoma raztopila. 
Vzorce smo prenesli v mirkocentrifugirke in jih shranili na 4 °C.  
 
3.2.2 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracijo DNA v izoliranih vzorcih smo določili s spektrofotometrom BioTek. 
Dušikove baze imajo absorbcijski maksimum pri 260 nm. Večja kot je koncentracija DNA 
večja bo absorbanca svetlobe. S pomočjo Beer-Lambertovega zakona lahko iz izmerjene 
absorbance pri 260 nm izračunamo koncentracijo DNA v vzorcu.  
 
Čistost DNA je bila določena z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 280 nm, kjer imajo 
absorbcijski maksimum aminokisline. Čista DNA ima razmerje med absorbanco pri 260 nm 
in absorbanco pri 280 nm med 1,7 – 1,9. Če so v raztopini prisotni proteini se to razmerje 
zniža.  
 
3.2.3 Molekularno genetska analiza 
 
Pri vseh vzorcih smo z molekularno genetsko analizo preverili prisotnost genetskih 
polimorfizmov v naslednjih kandidatnih genih, ki sodelujejo pri presnovi in transportu 
tramadola: CY2D6 *3, *4, *5 (delecija), *6, *10, *41, *2xN (duplikacija), ABCB1 
(rs1128503, rs2032582, rs1045642), ABCC2 (rs2804402, rs717620, rs2273697) in UGT2B7 
(rs7668258, rs28365063). Značilnosti teh polimorfizmov in metode genotipizacije so 
prikazani v preglednici 1. 
 
Za določanje polimorfizmov gena CYP2D6 smo najprej izvedli dolgo verižno reakcijo s 
polimerazo (LR-PCR, Long Range PCR). Po pomnoževanju  smo z elektroforezo na 
agaroznem gelu preverili prisotnost dolgih pomnožkov PCR značilnih za delecije in 
duplikacije, nato pa smo z ustreznimi reakcijami, ki so temeljile na kompetitivni alelno 
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specifični verižni reakciji s polimerazo (KASPar, Kompetitive Allele Specific PCR), določili 
prisotnost posameznih bialelnih polimorfizmov. 
 
Za genotipizacijo bialelnih polimorfizmov gena UGT2B7 smo uporabili metodo PCR v 
realnem času (real-time PCR) s TaqMan 5'-eksonukleaznim testom.  
 
Za genotipizacijo vseh treh bialelnih polimorfizmov transporterja ABCC2 in dveh bialelnih 
polimorfizmov gena ABCB1 (rs1128503 in rs1045642) smo uporabili metodo KASPar. 
Tretji polimorfizem gena ABCB1 (rs2804402) pa je bil tri alelni, kar pomeni, da je na mestu 
c.2677 v nukleotidnem zaporedju bodisi G, T ali A, zaradi česar so lahko na mestu p.893 v 
aminokislinskem zaporedju tri različne aminokisline. V treh ločenih reakcijah smo s klasično 
alelno specifično PCR-reakcijo za vsak vzorec posebej pomnožili določen alel, hkrati pa še 
kontrolni fragment, da smo lahko  preverili ali je reakcija potekla ali ne.  
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Preglednica 1: Prikaz preučevanih polimorfizmov CYP2D6, ABCB1, ABCC2, UGT2B7 
Gen Polimorfizem Opis spremembe Normalen>Polimorfen Metoda detekcije MAF HAPMAP-CEU Predvidena sprememba 
CYP2D6 rs35742686(*3) p.Arg259Glyfs delA KASPar 0,02 Sprememba bralnega okvirja – 
protein ni funkcionalen 
 rs3892097(*4) c.1847G>A G>A KASPar 0,23 Lahko vpliva na alternativno 
izrezovanje – protein ni 
funkcionalen    
 rs5030655(*6) p.Trp152Glyfs delT KASPar 0,02 Sprememba bralnega okvirja – 
protein ni funkcionalen 
 rs1065852(*10) p.Pro34Ser C>T KASPar 0,24 Sprememba aminokisline – 
zmanjšana funkcija proteina 
 rs28371725(*41) c.2989G>A G>A KASPar 0,12 Lahko vpliva na alternativno 
izrezovanje – zmanjšana 
funkcija proteina 
ABCB1 rs1128503 p.Gly412Gly C>T KASPar 0,45 Sprememba aminokisline 
  rs2032582 p.Ala893Ser/Thr G>T/A PCR 0,47 (T) Sprememba aminokisline 
  rs1045642 p.Ile1145= C>T KASPar 0,43 Sprememba aminokisline, 
lahko vpliva na delovanje 
proteina 
ABCC2 rs2804402 c.-1019A>G C>T KASPar 0,5 Lahko vpliva na vezavo TF  
rs717620 c.-24C>T G>A KASPar 0,18 Lahko vpliva na vezavo TF in 
alternativno izrezovanje  
rs2273697 p.Val417Ile G>A KASPar 0,24 Lahko vpliva na alternativno 
izrezovanje, sprememba 
aminokisline 
UGT2B7 rs7668258 c.-161C>T C>T TaqMan 0,5 Lahko vpliva na vezavo TF  
rs28365063 p.Arg124= A>G TaqMan   
MAF: frekvenca redkejšega alela v Evropski populaciji 
KASP: kompetitivna alelna specifična reakcija s polimerazo 
TaqMan: verižna reakcija s polimerazo v realnem času s 5'-eksonukleaznim testom  
PCR: verižna reakcija s polimerazo 
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3.2.3.1 Genotipizacija CYP2D6 
 
LR-PCR se od klasične reakcije PCR razlikuje po tem, da lahko z modificirano polimerazo 
pridobimo pomnožke v velikosti okoli 30 kbp ali več. Pri klasičnem PCR je razpon velikosti 
pomnožene DNA od 3 do 5 kbp (Jia in sod., 2014). Zato smo lahko po končani LR-PCR za 
delecije in duplikacije CYP2D6 s pomočjo agarozne gelske elektroforeze določili prisotnost 
polimorfizmov *5 in *2xN.  
 
Iz pomnožkov LR-PCR smo nato opravili genotipizacijo za ostale polimorfizme gena 
CYP2D6 s kompetitivno alelno specifično verižno reakcijo s polimerazo (KASPar, 
Kompetitive Allele Specific PCR). Vsak komercialno dostopen test je vseboval tri 
komponente: dva različna alelno specifična kompetitivna smerna oligonukleotidna začetnika 
in en protismerni oligonukleotidni začetnik (slika 6). Na 5' koncu smerno specifičnega 
oligonukleotidnega začetnika se nahaja zaporedje, ki ni komplementarno tarčnemu 
zaporedju DNA. Na to zaporedje se veže kaseta FRET (FRET, fluorescent resonance energy 
transfer), ki ima strukturo lasnične zanke na koncu pa pripeto fluorescenčno barvilo, ki je 
vezano z dušilcem. V vsaki reakcijski zmesi sta dve različni kaseti FRET. Ena je označena 
s fluorescenčnim barvilom HEX in druga s FAM, kot pasivna referenca pa je prisotno tudi 
barvilo ROX. V prvi fazi pomnoževanju se na tarčno DNA veže samo komplementaren 
smerno specifičen oligonukleotidni začetnik in protismerni oligonukleotidni začetnik. V 
drugi fazi pride do pomnoževanja DNA in tvorbe pomnožka z vgrajenim specifičnim 
smernim oligonukleotidnim začetnikom s 5' koncem na katerega se veže kaseta FRET. V 
sledečih PCR reakcijah pride do linearizacije lasnične strukture, kar vodi do odmika dušilca 
od fluorescenčnega barvila in tvorbe signala (slika 7). Fluorescenca, ki jo zaznamo, je 
odvisna od tega, kateri od dveh oligonukleotidnih začetnikov se je vezal na tarčno DNA. 
 
 
Slika 6: Ključne sestavine reakcije KASPar (He in sod., 2014) 
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Slika 7: Prikaz vseh treh faz pomnoževanja DNA z metodo KASPar (He in sod., 2014) 
Reagenti za genotipizacijo CYP2D6 
• LR-PCR: 
o LR-PCR Master Mix (BioTechRabbit), 
o LR-PCR ojačevalec (BioTechRabbit) 
o LR-PCR smerni in protismerni oligonukleotid.  
• KASPar: 
o reakcijska zmes- KASP Master Mix, 
o začetni oligonukleotidi- KASP Assay, 
o sterilna destilirana voda MiliQ. 
 
Za vsak vzorec, ki smo ga pomnožili z LR-PCR smo zmešali 3 µl LR-PCR Master Mixa, 
1,5 µl LR-PCR ojačevalca ter po 1 µl smernega in 1 µl protismernega oligonukleotidnega 
začetnika. Vedno smo pripravili skupno reakcijsko zmes za večje število vzorcev, kjer smo 
zmešali vse reagente razen DNA. Po 7 µl reakcijske zmesi smo nato razpipetirali v ploščo s 
96 vdolbinicami in v vsako dodali 3 µl DNA predhodno redčene do koncentracije 15 ng/µl. 
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Izvedli smo tri različne LR-PCR reakcije. S prvo reakcijo smo pomnožili gen CYP2D6 in 
pomnožke kasneje uporabili za genotipizacijo s pomočjo KASPar. Z drugo in tretjo reakcijo 
pa smo preverili ali imajo bolnice duplikacijo oziroma delecijo gena CYP2D6. Vsak set 
reakcij je vseboval negativno kontrolo, kjer smo namesto DNA dodali vodo. Drugi in tretji 
set reakcij pa sta vsebovala še dodatno negativno in pozitivno kontrolo za delecijo in 
duplikacijo. Pomnoževanje je potekalo v aparatih GeneAmp PCR System 9600 (Perkin 
Elmer) ali GeneAmp PCR System 9700 AB (Applied Biosystems), po temperaturnem 
programu prikaznem v preglednici 2. Po končanem pomnoževanju smo preverili prisotnost 
pomnožkov vseh treh reakcij z elektroforezo na 0,8 % agaroznem gelu obarvanim z 
etidijevim bromidom za prikaz pomnožkov. 
 
Preglednica 2: Prikaz pogojev pomnoževanja gena CYP2D6 pri katerih je potekala dolga verižna reakcija s 
polimerazo (LR-PCR) 
 Temperatura (°C) Trajanje Število ciklov 
1. Segrevanje 95 Neomejeno  
2. Aktivacija 95 2 min 1 
3. Denaturacija 95 30 sekund 30 
4. Prileganje 62 30 sekund 30 
5. Podaljševanje 68 6 minut 30 
6. Zaključno 
podaljševanje 
72 5 minut 1 
 
V naslednjem koraku smo pomnožke LR-PCR na ploščici s 96 vdolbinicami razredčili z 
MiliQ vodo v razmerju 1:100.  
 
Z multikanalno dispenzorsko pipeto smo zajeli po 12 µl vsakega vzorca iz vrstice A na 
ploščici s 96 vdolbinicami in prenesli po 3 µl redčenih pomnožkov v lihe in sode stolpce 
vrstice A in vrstice I na ploščico s 384 vdolbinicami. Nadaljevali smo z vrstico B, ki smo jo 
prenesli v lihe in sode stolpce vrstice B in J. Ta postopek smo nadaljevali dokler nismo imeli 
na 384 ploščici po štiri vdolbinice z istim vzorcem. Za vsak SNP smo v po eno vdolbinico 
namesto DNA dodali tudi sintetično pozitivno in negativno kontrolo, v po eno vdolbinico pa 
tudi vodo kot dodatno negativno kontrolo. DNA smo nato pustili sušiti pri sobni temperaturi 
do naslednjega dne. 
 
Na plošči s 384 vdolbinicami smo lahko hkrati genotipizirali štiri SNPje. Za vsako reakcijo 
KASPar smo po izračunih v programskem oknu aparata Meridian (LGC Group), pripravili 
reakcijsko zmes, ki je vsebovala KASPar reakcijsko zmes, KASPar oligonukleotidne 
začetnike (prikazano v preglednici 3) in vodo MiliQ. Aparat Meridian (LGC Group) je vsako 
KASPar mešanico avtomatično razpipetiral v določene vdolbinice. Ploščico smo nato na 
aparatu Cube (LGC Group) zalepili s prozorno folijo in jo prenesli v aparat Hydrocycler 
(LGC Group), kjer je potekala zadnja faza pomnoževanja po temperaturnem programu 61-
55 °C prikazanem v preglednici 4. Po končanem pomnoževanju smo fluorescenco barvil 
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izmerili na aparatu Omega Reader (BMP Labtech). Dobljene podatke smo analizirali s 
programom KlusterCaller in SNPviewer (LGC Group). Na podlagi vseh analiziranih SNPjev 
smo določili haplotipe in predvidene fenotipe CYP2D6 po priporočilih spletne strani 
PharmGKB (preglednica 5).  
  
Preglednica 3: Značilnosti kaset FRET za genotipizacijo polimorfizmov gena CYP2D6 
CYP2D6 polimorfizem HEX/FAM 
rs35742686 (*3) T/- 
rs3892097 (*4) C/T 
rs5030655 (*6) A/- 
rs1065852 (*10) G/A 
rs28371725 (*41) C/T 
 
Preglednica 4: Prikaz pogojev pomnoževanja po temperaturnem programu 61-55 °C 
 Temperatura (°C) Trajanje Število ciklov 
1. Začetna aktivacija 94 15 minut 1  
2. Prileganje in 
podaljševanje začetnih 
oligonukleotidov pri 
padajoči temepraturi 
94 20 sekund 10 
61  
(padec temperature za 
0,6 °C na cikel) 
60 sekund 
3. Prileganje in 
podajševanje začetnih 
oligonukleotidov pri 
stalni temperaturi 
94 20 sekund 26 
55 60 sekund 
4. Merjenje fluorescence 30 60 sekund  
5. Dodatni cikel (po 
potrebi) 
94 20 sekund 3 
57 60 sekund 
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Preglednica 5: Tabela za pretvorbo rezultatov genotipizacije SNPjev v haplotipe in fenotipe gena CYP2D6 
Haplotip Fenotip rs1065852 rs5030655 rs3892097 rs35742686 rs28371725 Duplikacija  Delecija 
*1/*1 oz. w.t. EM C T G A G / / 
*1/*1xN UM C T G A G xN / 
*1/*3 IM C T G delA G / / 
*1/*4 IM T T A A G / / 
*1/*5 IM C T G A G / delecija 
*1/*6 IM C delT G A G / / 
*1/10 EM T T G A G / / 
*1/*41 EM C T G A A / / 
*3/*41 IM C T G delA A / / 
*10/*41 IM T T G A A / / 
*1xN/*41 EM C T G A A xN / 
*3/*4 PM T T A delA G / / 
*4/*4 PM T T A A G / / 
*4/*41 IM T T A A A / / 
*4/*6 PM T delT A A G / / 
*41/*41 IM C T G A A / / 
*6/*41 IM C delT G A A / / 
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3.2.3.2 Genotipizacija UGT2B7  
 
Za določanje polimorfizmov gena UGT2B7 smo uporabili metodo PCR v realnem času (real-
time PCR) s 5'-eksonukleaznim testom TaqMan. Pristop je prikazan na sliki 8. Ključen del 
te metode je sonda, ki mora biti prave velikosti, da je stabilna med pomnoževanjem, hkrati 
pa mora biti alelno specifična za določen SNP. Na sondo sta vezana fluorescenčno barvilo 
in dušilec. Če pride do popolnega prileganja na tarčno DNA je ta termodinamsko stabilna, 
kar omogoči DNA polimerazi Taq, da s svojo 5'-3' eksonukleazno aktivnostjo razgradi sondo 
in odcepi fluorescenčno barvilo, ki se s tem oddalji od dušilca, zato zaznamo fluorescenco 
(slika 8a). Nepopolno prileganje sonde na tarčno DNA vodi v termodinamsko nestabilno 
vezavo. Preden DNA polimeraza Taq uspe cepiti fluorescenčno barvilo se sonda sprosti iz 
tarčne DNA in ne pride do nastanka signala (slika 8b). Tako kot pri KASPar metodi imamo 
tudi tukaj dve sondi, ki sta označenimi z različnima fluorescenčnima barviloma, kar nam 
omogoča razločevanje med dvema različnima SNPjema v vzorcu. Seznam TaqMan sond je 
prikazan v preglednici 6. Reakcija PCR poteka v realnem času (Strerath in Marx, 2005).  
 
 
Slika 8: Prikaz alelno specifičnega pomnoževanja z metodo TaqMan (Strerath in Marx, 2005)  
Reagenti za genotipizacijo UGT2B7: 
• TaqMan Master Mix, 
• začetni oligonukleotidi in alelno specifični sondi: TaqMan Assay, 
• sterilna destilirana voda MiliQ. 
 
Reakcijska mešanica za TaqMan PCR je vsebovala TaqMan reakcijsko zmes in TaqMan 
začetne oligonukleotide in sonde. Vedno smo pripravili skupno reakcijsko mešanico za večje 
število vzorcev, v katero smo dodali po 4 µl TaqMan reakcijske zmesi in 0,4 µl TaqMan 
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začetnih oligonukleotidov in sond na posamezni vzorec. Mešanico smo razpipetirali v PCR 
ploščico s 96 vdolbinicami in v vsako vdolbinico dodali po 3 µl DNA s koncentracijo 15 
ng/µl,v zadnjo vdolbinico pa smo namesto DNA dodali vodo. Pomnoževanje vzorcev je 
potekalo v aparatu 7500 Real Time PCR System AB (Applied Biosystems) po 
temperaturnem programu prikaznem v preglednici 5. Dobljene podatke smo analizirali s 
programom 7500 System SDS Software (Applied Biosystems). Po končanem PCR smo 
izmerili še fluorescenco obeh barvil za analizo alelne diskriminacije. Merjenje signala 
fluorescence je potekalo 1 minuto pri 30 °C. 
 
Preglednica 6: Seznam TaqMan sond za genotipizacijo polimorfizmov UGT2B7 
polimorfizem UGT2B7 HEX/FAM 
rs7668258 C/T 
rs28365063 A/G 
 
Preglednica 7: Prikaz pogojev pomnoževanja UGT2B7 z reakcijo TaqMan PCR  
 Temperatura (°C) Trajanje Število ciklov 
1. Začetna Denaturacija 95 10 minut  
2. Denaturacija 
Podaljševanje 
95 15 sekund 40 
60 1 minut 
 
3.2.3.3 Genotipizacija ABCB1 in ABCC2 
 
Reagenti za genotipizacijo ABCB1 in ABCC2 
• KASPar: 
o reakcijska zmes- KASP Master Mix (LGC Group), 
o začetni oligonukleotidi- komercialno dostopni KASP Assay (LGC Group), 
o sterilna destilirana voda MiliQ. 
• Alelno specifični PCR: 
o reakcijski pufer, 
o MgCl2, 
o dNTP, 
o TaqMan-polimeraza, 
o smerni in protismerni oligonukleotidni začetnik ter oligonukleotidni začetnik 
za interno kontrolo,  
o sterilna destilirana voda MiliQ, 
o agaroza,  
o etidijev bromid.  
 
Genotipizacija dveh SNPjev prenašalca ABCB1 (rs1128503, rs1045642) in treh SNPjev 
prenašalca ABCC2 (rs2804402, rs717620, rs2273697) je potekala podobno kot že opisana 
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genotipizacija CY2D6. Značilnosti kaset FRET za določanje polimorfizmov ABC- 
prenašalcev so prikazane v preglednici 8.  
 
Po 3 µl izolirane DNA, ki smo jo redčili na 15 ng/µl, smo iz ploščice s 96 vdolbinicami z 
multikanalno dispenzorsko pipeto prenesli na ploščico s 384 vdolbinicami. Vzorce smo 
pustili sušiti pri sobni temperaturi do naslednjega dne.  
 
Sledila je priprava reakcijske mešanice za PCR, ki je vsebovala KASPar reakcijsko zmes, 
KASPar oligonukleotidne začetnike in vodo MiliQ. Naprava Meridian (LGC Group) je nato 
vsako KASPar mešanico avtomatično razpipetirala v določene vdolbinice na 384- ploščici. 
Ploščico smo nato zalepili s prozorno folijo na aparatu CUBE (LGC Group) in jo prenesli v 
aparat Hydrocycler (LGC Group), kjer je potekala zadnja faza pomnoževanja po 
temperaturnem programu 61-55 °C, kot je prikazano v preglednici 2. Po končanem 
pomnoževanju smo fluorescenco barvil izmerili na aparatu Omega Reader (BMP Labtech). 
Dobljene podatke smo analizirali s programom KlusterCaller in SNPviewer (LGC Group). 
 
Tretji preiskovani polimorfizem gena ABCB1 (rs2032582) je bil tri alelni. Genotipizacija je 
potekala s klasičnim alelno specifičnim PCR-jem. Pripravili smo tri različne amplifikacijske 
zmesi za vsak polimorfen nukleotid posebej. Vsaka je vsebovala po 35 µl reakcijskega pufra, 
16,8 µl MgCl2, 28 µl dNTP, 94,5 µl dH2O, 2,4 µl Taq-polimeraze, 14 µl protismernega 
oligonukletidnega začetnika, 5,25 µl smernega oligonukleotidnega začetnika, ki je služil kot 
interna kontrola, in 14 µl specifičnega smernega oligonukleotidnega začetnika za polimorfni 
nukleotid (preglednica 6). Po 8 µl vsake reakcijske zmesi smo prenesli na PCR-ploščico s 
96 vdolbinicami in v vsako vdolbinico dodali po 3 µl genomske DNA, le zadnja vdolbinica 
je kot negativna kontrola namesto DNA vsebovala vodo. Pomnoževanje je potekalo v 
aparatih GeneAmp PCR System 9700 AB (Applied Biosystems) po temperaturnem 
programu prikazanem v preglednici 7. Pomnožki reakcije so bili analizirani na 2,5 % 
agaroznem gelu obarvanim z etidijevim bromidom za prikaz pomnožkov. Na gelu smo 
zaznali fragment DNA v velikosti 353 bp, kateremu je sledil fragment velikosti 222 bp v 
primeru prisotnosti polimorfnega nukleotida.  
 
Preglednica 8: Značilnosti FRET kaset za genotipizacijo polimorfizmov ABCB1 in ABCC2 
Gen Polimorfizmi HEX/FAM 
ABCB1 
rs1128503  C/T 
rs1045642 C/T 
ABCC2 
rs2804402 C/T 
rs717620 A/G 
rs2273697 A/G 
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Preglednica 9: Seznam oligonukleotidnih začetnikov uporabljenih za pomnoževanja gena ABCB1 
(rs2032582) 
Oznaka oligonukleotidnega 
začetnika 
Opis  Zaporedje oligonukleotidnega 
začetnika 
RR Protismerni oligonukleotidni 
začetnik 
5'-AGT CCA AGA ACT GGC 
TTT GC-3' 
FK Smerni oligonukleotidni začetnik 
za interno kontrolo 
5'-AGC AAA TCT TGG GAC 
AGG AA-3' 
FA Smerni oligonukleotidni začetnik 
za polimorfni adenin (2677A) 
5'-TGA AAG ATA AGA AAG 
AAC TAG AAG GTA-3' 
FG Smerni oligonukleotidni začetnik 
za polimorfni gvanin (2677G) 
5'-TGA AAG ATA AGA AAG 
AAC TAG AAG GTG-3' 
FT Smerni oligonukleotidni začetnik 
za polimorfni timin (2677T) 
5'-TGA AAG ATA AGA AAG 
AAC TAG AAG GTT-3' 
 
Preglednica 10: Prikaz pogojev pomnoževanja gena ABCB1 (rs2032582) z  verižno reakcijo s polimerazo 
 Temperatura (°C) Trajanje Število ciklov 
1.  
Začetna aktivacija 
94 4 minut 1  
2.  
Prileganje  
Podaljševanje 
Denaturacija 
 
57 30 sekund 8 
72 
94 
3.  
Prileganje 
Podaljševanje 
Denaturacija 
55 30 sekund 25 
72 
94 
4.  
Zaključek 
pomnoževanja 
72 7 minut 1 
 
3.2.4 Statistična analiza 
 
Srednje vrednosti normalno porazdeljenih podatkov smo prikazali z aritmetično sredino s 
standardnim odklonom. Za prikaz srednje vrednosti podatkov, ki niso bili normalno 
porazdeljeni, pa smo uporabili mediano. Kategorične podatke smo prikazali s frekvencami.  
 
Za vsak polimorfizem smo s testom χ2 preverili ali je razporeditov genotipov v Hardy-
Weinbergovem (PHWE) ravnovesju. Za mejo statistične značilnosti smo določili p-vrednost 
0,05.  
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Z binarno logistično regresijo smo preučevali povezanost različnih dejavnikov, kot je 
frekvenca genotipov in fenotipov na pojav neželenih učinkov pri zdravljenju preiskovank s 
tramadolom. Za mejo statistične značilnost smo določili p-vrednost vrednost <0,05. S 
koeficientom logistične regresije smo ocenili razmerje obetov (OR) za vsako podano 
vrednost. OR se uporablja za statistično obdevalo podatkov, kadar želimo določiti relativno 
tveganje preiskovancev, z določenimi frekvencami genotipov, na pojavnost neželenih 
učinkov. OR je dober približek za izračun relativnega tveganja, kot mera za variabilnost pa 
je služil 95-odstotni interval zaupanja (95 % CI). 
 
Fisherjev eksaktni test (Fisher's exact test) je ena od najpogostejše uporabljenih metod za 
testiranje povezave med dvema kategoričnima sprejemljivkama, kadar je število dogodkov 
majhno. Ta test smo uporabili za testiranje povezave med genotipi in neželenimi učinki. Za 
mejo statistične značilnosti smo določili vrednost P < 0,05.  
 
Vse statistične analize smo opravili s pomočjo programa IBM SPSS v25.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 ZNAČILNOSTI PREISKOVANK  
 
V raziskavo smo zajeli 120 preiskovank, za šest nismo imeli DNA, ena bolnica pa je bila 
izključena zaradi alergije. Iz analize neželenih učinkov zdravljenja smo izključili tiste 
bolnice, ki so do konca četrtega tedna prekinile jemanje tramadola. Posledično smo 
statistično analizo najprej opravili na celotni skupini bolnic, nato pa še samo na skupini 
bolnic, ki so jemale tramadol vsaj štiri tedne. 
 
4.1.1 Opis celotne skupine preiskovank, ki so bile vključene v raziskavo  
 
Skupno je bilo v raziskavo vključenih 113 bolnic. Kot je prikazano v preglednici 11, je bila 
njihova mediana starost 55 let, mediana telesne mase 72 kg in mediana indeksa telesne mase 
(ITM) 27,1 kg/m2. Večinoma so bile bolnice nekadilke (77,7 %).  
 
Pred anestezijo so vse bolnice pregledali in ocenili anestezijsko tveganje po kriterijih 
Ameriškega združenja anesteziologov (ASA). Po teh kriterijih so 19,6 % bolnic uvrstli v 
prvo kategorijo z minimalnim tveganjem, 72,3 % v drugo kategorijo z majhnim tveganjem 
in 8 % v tretjo kategorijo z zmernim tveganjem. Pri 42 bolnicah so podpazdušne bezgavke 
odstranili s kvadrantektomijo, pri ostalih 71 bolnicah pa s klasično izpraznitvijo. 
Najpogosteje so bile odstranjene podpazdušne bezgavke na levi strani (54,9 %), objestranska 
odstranitev je bila potrebna samo v enem primeru. Mediana števila odstranjenih 
podpazdušnih bezgavk je bila 18, mediana števila pozitivnih bezgavk pa 2. Limfedem je bil 
prisoten pri 0,9 % bolnicah. Pri bolnicah so preverili tudi prisotnost hormonskih receptorjev 
v tkivu dojke. Hormonski receptorji so bili pozitivni pri 79,6 % bolnic, povečano izražanje 
receptorja HER2 brez pozitivnih hormonskih receptorjev pa je bilo prisotno pri 17,7 % 
bolnic. Poleg kirurškega zdravljenja so bile bolnice zdravljene še z obsevanji (89,2 %), 
kemoterapijo (85,5 %) in hormonsko terapijo (78,9 %), uporaba bioloških zdravil je bila 
manj pogosta (18,2 %). Značilnosti vseh bolnic so podrobneje prikazane v preglednici 11.  
 
Preglednica 11: Opis kliničnih značilnosti celotne skupine bolnic (N=113) 
Značilnost  N (%) 
Starost (leta) Mediana (25-75%) 55 (48-63) 
Telesna masa (kg) Mediana (25-75%) 72 (63,5-82) 
ITM (kg/m2) Mediana (25-75%) 27,1 (23,4-31,0) 
Kajenje Ne 87 (77,7) [1] 
 Da 25 (22,3) 
ASA-status 1 22 (19,6) [1] 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11: Opis kliničnih značilnosti celotne skupine bolnic (N=113) 
 2 81 (72,3) 
 3 9 (8,0) 
Prisotnost limfedema Ne 111 (99,1) [1] 
 Da 1 (0,9) 
Modificirana radikalna 
mastektomija 
Ne 52 (46,0) 
 Da 61 (54,0) 
Kvadrantektomija z 
izpraznitvijo pazdušnih 
bezgavk 
Ne 71 (62,8) 
 Da 42 (37,2) 
Izpraznitev pazdušnih bezgavk Ne 42 (37,2) 
 Da 71 (62,8) 
Stran operacije Leva 62 (54,9) 
 Desna 50 (44,2) 
 Obojestransko 1 (0,9) 
Število odstranjenih bezgavk Mediana (25-75%) 18 (14-23) 
Število pozitivnih bezgavk Mediana (25-75%) 2 (1-6) [2] 
Stadij 1 4 (3,6) [1] 
 1-2 3 (2,7) 
 2 39 (34,8) 
 2-3 8 (7,1) 
 3 58 (51,3) 
Hormonski receptorji Negativni 23 (20,4) 
 Pozitivni 90 (79,6) 
HER2-status Negativen 93 (82,3) 
 Pozitiven 20 (17,7) 
Obsevanje Ne 12 (10,8) [2] 
 Da 99 (89,2) 
Kemoterapija Ne 16 (14,5) [3] 
 Da 94 (85,5) 
Hormonska terapija Ne 23 (21,1) [4] 
 Da 86 (78,9) 
Biološka zdravila Ne 90 (81,8) [3] 
 Da 20 (18,2) 
“[]”: število manjkajočih podatkov 
ITM: indeks telesne mase 
ASA: Ameriško združenje anesteziologov 
4.1.2 Opis skupine preiskovank, ki je vsaj 4 tedne jemala tramadol 
 
V skupino, ki je vsaj 4 tedne jemala tramadol, se je uvrstilo 99 bolnic, 14 jih je predčasno 
prekinilo zdravljenje. Pri CYP2D6 in UGT2B7 rs7668258 smo imeli podatke o genotipu 
samo za 13 od 14 bolnic, za UGT2B7 rs 28365063 in ABC-prenašalce pa imamo vse podatke. 
Njihova mediana starost je bila 54 let, mediana telesne mase 73 kg in mediana indeksa 
telesne mase (ITM) 27,5 kg/m2. Večinoma so bile bolnice nekadilke (75,5 %). Pred 
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anestezijo so bolnice pregledali in ocenili anestezijsko tveganje. Po kriterijih Ameriškega 
združenja anesteziologov (ASA) so 20,4 % bolnic uvrstili v prvo kategorijo z minimalnim 
tveganjem, 70,4 % v drugo kategorijo z majhnim tveganjem in 9,2 % v tretjo kategorijo z 
zmernim tveganjem. Pri 36 bolnicah so podpazdušne bezgavke izpraznili s 
kvadrantektomijo, pri preostalih 63 bolnicah pa s klasično izpraznitvijo. Najpogosteje so bile 
odstranjene podpazdušne bezgavke na levi strani (57,6 %), objestranska odstranitev je bila 
potrebna samo v enem primeru. Mediana števila odstranjenih podpazdušnih bezgavk je bila 
18, mediana števila pozitivnih bezgavk pa 2. Limfedem je bil prisoten pri 1 % bolnic. 
Hormonski receptorji so bili pozitivni pri 80,8 % bolnic, povečano izražanje HER2-
receptorja brez pozitivnih hormonskih receptorjev pa je bilo prisotno pri 17,2 % bolnic. 
Poleg kirurškega zdravljenja so bolnice bile zdravljene še z obsevanji (88,8 %), kemoterapijo 
(85,6 %) in hormonsko terapijo (80,2 %), uporaba bioloških zdravil je bila manj pogosta 
(17,5 %). Značilnosti vseh bolnic so podrobneje prikazane v preglednici 12. 
 
Preglednica 12: Opis kliničnih značilnosti bolnic, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol (N=99) 
Značilnost  N (%) 
Starost (leta) Mediana (25-75%) 54 (48-62) 
Telesna masa (kg) Mediana (25-75%) 73 (64-82) 
ITM (kg/m2) Mediana (25-75%) 27,5 (23,7-31,2) 
Kajenje Ne 74 (75,5) [1] 
 Da 24 (24,5) 
ASA-status 1 20 (20,4) [1] 
 2 69 (70,4) 
 3 9 (9,2) 
Prisotnost limfedema Ne 97 (99,0) [1] 
 Da 1 (1,0) 
Modificirana radikalna 
mastektomija 
Ne 44 (44,4) 
 Da 55 (55,6) 
Kvadrantektomija z 
izpraznitvijo pazdušnih 
bezgavk 
Ne 63 (63,6) 
 Da 36 (36,4) 
Izpraznitev pazdušnih bezgavk Ne 36 (36,4) 
 Da 63 (63,6) 
Stran operacije Leva 57 (57,6) 
 Desna 41 (41,4) 
 Obojestransko 1 (1,0) 
Število odstranjenih bezgavk Mediana (25-75%) 18 (14-23) 
Število pozitivnih bezgavk Mediana (25-75%) 2 (1-6) [1] 
Stadij 1 4 (4,0) 
 2 38 (38,4) 
           se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 12: Opis kliničnih značilnosti bolnic, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol (N=99) 
 2-3 8 (8,1) 
 3 49 (49,5) 
Hormonski receptorji Negativni 19 (19,2) 
 Pozitivni 80 (80,8) 
HER2-status Negativen 82 (82,8) 
 Pozitiven 17 (17,2) 
Obsevanje Ne 11 (11,2) [1] 
 Da 87 (88,8) 
Kemoterapija Ne 14 (14,4) [2] 
 Da 83 (85,6) 
Hormonska terapija Ne 19 (19,8) [3] 
 Da 77 (80,2) 
Biološka zdravila Ne 90 (82,5) [2] 
 Da 17 (17,5) 
“[]”: število manjkajočih podatkov 
ITM: indeks telesne mase 
ASA: Ameriško združenje anesteziologov 
4.2 REZULTATI MOLEKULARNO GENETSKE ANALIZE VSEH PREISKOVANK 
 
4.2.1 Rezultati genotipizacije CYP2D6 
 
Prisotnost delecije (CYP2D6*5) in duplikacije (CYP2D6*2xN) gena CYP2D6 smo določili 
z metodo LR-PCR. Po pomnoževanju tarčnih lokusov DNA z LR-PCR, smo pomnožke 
analizirali na 0,8 % agaroznem gelu. Značilen izgled pomnožkov po pomnoževanju 
CYP2D6*2xN je prikazan na sliki 9. Iz slike 9 je razvidno, da se je v vsakem vzorcu 
pomnožil kontrolni fragment velikosti 6 kbp, ob prisotnosti duplikacije pa je na gelu viden 
dodaten pomnožek velikosti 3 kbp. Kot je razvidno na sliki 9, je bila duplikacija gena 
CYP2D6 prisotna pri vzorcu 52 in 71. Hkrati z vzorci smo v analizo vedno vključili ustrezne 
pozitivne kontrole in negativno kontrolo, ki je namesto DNA vsebovala vodo.  
 
Na sliki 10 je prikazan značilen izgled pomnožkov po analizi delecije gena CYP2D6 pri 
vzorcih od 89 do 114. Iz slike je razvidno, da se je v vsakem vzorcu pomnožil kontrolni 
fragment velikosti 4 kbp, ob prisotnosti delecije pa je na gelu viden dodatni fragment 
velikosti 5 kbp. Iz slike 10 je razvidno, da je delecija CYP2D6*5 prisotna samo pri vzorcu 
102. Pomnožili sta se tudi obe pozitivni kontroli, vzorca 106K in KO2, pri katerih smo 
delecijo CYP2D6*5 ugotovili v predhodnih raziskavah ter sintetična negativna kontrola, kjer 
se je pomnožil samo aktivni gen, ne pa tudi krajši fragment, značilen za delecijo gena. Dodali 
smo tudi negativno kontrolo za PCR reakcijo, vzorec H2O, kjer smo namesto DNA dodali 
sterilno destilirano vodo. Pri tej reakciji nismo dobili pomnožka kar dokazuje, da reagenti 
niso bili kontaminirani z DNA ali produkti PCR.  
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Slika 9: Značilen izgled pomnožkov LR-PCR na agaroznem gelu pri analizi duplikacije CYP2D6 
 
Slika 10: Značilen izgled pomnožkov LR-PCR na agaroznem gelu pri analizi delecije CYP2D6 
Prisotnost ostalih polimorfizmov gena CYP2D6 smo določili z uporabo metode KASPar. Na 
alelno specifična kompetitivna smerna oligonukleotidna začetnika sta nalegali sondi, 
označeni s svojim barvilom (HEX in FAM). Po končanem pomnoževanju smo lahko genotip 
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določili glede na izsevano valovno dolžino barvila. Značilen rezultat analize z metodo 
KASPar za polimorfizem ABCB1 rs1045642 je prikazan na sliki 15.  
 
4.2.1.1 Frekvenca genotipov, haplotipov in fenotipov CYP2D6 
 
V preglednici 13 so predstavljene frekvence genotipov, frekvence redkejšega alela (MAF, 
minor allele frequency) in rezultati analize Hardy-Weinbergovega ravnovesja (PHWE) za vse 
preiskovane polimorfizme CYP2D6.  
 
Preglednica 13: Frekvenca genotipov CYP2D6 (N=113) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
CYP2D6 rs35742686 (*3) AA 107 (95,5) [1] 2,23 0,809 
  A- 5 (4,5)   
  -- /   
 rs3892097 (*4) GG 74 (66,1) [1] 19,64 0,315 
  GA 32 (28,6)   
  AA 6 (5,4)   
 rs5030655 (*6) TT 109 (97,3) [1] 1,34 0,886 
  T- 3 (2,7)   
  -- /   
 rs1065852 (*10) CC 71 (63,4) [1] 20,98 0,542 
  CT 35 (31,3)   
  TT 6 (5,4)   
 rs28371725 (*41) GG 91 (81,3) [1] 9,82 0,932 
  GA 20 (17,9)   
  AA 1 (0,9)   
 Delecija gena (*5) Ni prisotna 108 (96,4) [1]   
  Prisotna 4 (3,6)   
 Duplikacija gena 
(xN) 
Ni prisotna 107 (95,5) [1]   
  Prisotna 5 (4,5)   
Legenda: v oklepajih so prikazani aleli, ki jih označuje z rs oznako opredeljeni polimorfizem  
“[]”: število manjkajočih podatkov 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
 
Kot je razvidno iz preglednice 13, je bilo 5 (4,5 %) bolnic heterozigotnih za polimorfizem 
rs35742686, frekvenca alela CYP2D6*3 je bila 2,23 %. Polimorfizem rs3892097 je bil v 
našem vzorcu pogostejši, saj je med bolnicami bilo 74 (66,1 %) homozigotov za normalni 
alel, 32 (28,6 %) heterozigotov in 6 (5,4 %) homozigotov za ta polimorfizem, s čimer je bila 
frekvenca polimorfnega alela CYP2D6*4 19,64 %. Podobno pogost je bil tudi polimorfizem 
rs1065852, s 71 (63,4 %) homozigoti za normalen alel, 35 (31,3 %) heterozigoti in 6 (5,4 %) 
homozigoti za polimorfni alel, s čimer je v našem vzorcu frekvenca alela CYP2D6*10 
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znašala 20,98 %. Za polimorfizem rs5030655, ki opredeljuje alel CYP2D6*6, je bilo 109 
(97,3 %) preiskovank homozigotnih in 3 (2,7 %) heterozigotne. Frekvenca alela CYP2D6*6 
je bila 1,34 %. Za polimorfizem rs28371725 je bilo 91 (81,3 %) preiskovank homozigotnih 
za normalen alel, 20 (17,9 %) preiskovank heterozigotnih in 1 (0,9 %) preiskovanka 
homozigotna za polimorfen alel, frekvenca alela CYP2D6*41, ki ga ta polimorfizem 
opredeljuje pa je bila 9,82 %. Prisotnost delecije (alela CYP2D6*5) smo zaznali samo pri 4 
(3,6 %) heterozigotnih preiskovankah, duplikacijo (alel CYP2D6*2xN) pa pri 5 (4,5 %) 
heterozigotnih preiskovankah. Za vse polimorfizme smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-
Weinbergovem (PHWE) ravnovesju. Iz preglednice 13 je razvidno, da so genotipi vseh 
preiskovanih polimorfizmov v PHWE ravnovesju, saj je pri vseh vrednost P večja od 0,05.  
 
Na podlagi ugotovljenih genotipov CYP2D6 smo glede na prisotnost vseh alelov CYP2D6* 
določili haplotipe gena CYP2D6 v skladu s priporočili PharmGKB (preglednica 5). 
Frekvenca haplotipov je prikazana v preglednici 14. V našem vzorcu je bil najbolj pogost 
haplotip CYP2D6*1/*1 (39,3 %), po pogostosti so nato sledili haplotipi *1/*4 (24,1 %), 
*1/*41 (9,8 %), *4/*4 (5,4 %). Ostali haplotipi so bili prisotni pri manj kot 5 % bolnic, in 
sicer je njihova frekvenca bila med 3,6 % in 0,9 %.  
 
Glede na genotip smo nato določili pričakovani fenotip CYP2D6. V preglednici 15 so 
navedeni fenotipi gena CYP2D6. V celotni skupini preiskovank je bilo 8 (7,1 %) slabih 
presnavljalk (PM) z dvema neaktivnima aleloma CYP2D6, 42 (37,5 %) vmesnih presnavljalk 
(IM) z enim neaktivnim in enim manj aktivnim alelom, 59 (52,7 %) hitrih presnavljalk (EM) 
z dvema aktivnima aleloma in 3 (2,7 %) ultrahitre presnavljalke (UM) z duplikacijo 
CYP2D6.  
 
Preglednica 14: Frekvenca haplotipov CYP2D6 (N=112) 
Haplotip CYP2D6 N % 
*1/*1 oz. w.t. 44 39,3 
*1/*10 2 1,8 
*1/*1xN 3 2,7 
*1/*3 3 2,7 
*1/*4 27 24,1 
*1/*41 11 9,8 
*1/*5 4 3,6 
*1/*6 1 0,9 
*10/*41 1 0,9 
*1xN/*41 2 1,8 
*3/*4 1 0,9 
*3/*41 1 0,9 
*4/*4 6 5,4 
*4/*41 3 2,7 
*4/*6 1 0,9 
*41/*41 1 0,9 
*6/*41 1 0,9 
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Preglednica 15: Napovedan fenotip za CYP2D6 (N=112) 
Fenotip N (%)* 
Slabe presnavljalke (PM) 8 (7,1) 
Vmesne presnavljalke (IM) 42 (37,5) 
Hitre presnavljalke (EM) 59 (52,7) 
Ultrahitre presnavljalke (UM) 3 (2,7) 
*Za eno bolnico ni podatka o fenotipu 
4.2.1.2 Vpliv fenotipa CYP2D6 na prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov 
 
V preglednici 16 je prikazana pogostnost različnih fenotipov CYP2D6 pri preiskovankah, ki 
so prej kot v štirih tednih po operaciji zaradi neželenih učinkov prekinile jemanje tramadola. 
Največje število prekinitev 8 (19 %), je bilo pri bolnicah s fenotipom IM, sledijo 
preiskovanke s fenotipom EM 4 (6,8 %). Najmanjše število prekinitev 1 (12,5 %) je bilo v 
skupini UM. Statistična analiza ni pokazala povezave med fenotipom CYP2D6 in 
prekinitvijo jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov (P = 0,238).  
 
Ker sta bila fenotipa IM in PM v našem vzorcu zelo redka, smo vse preiskovanke s tema 
fenotipoma združili v eno skupino preiskovank IM+PM z zmanjšano zmogljivostjo 
presnove; v to skupino se je uvrstilo 9 bolnic. Bolnice s fenotipom EM ali UM smo združili 
v skupino bolnic z dobro presnovo; v to skupino EM+UM so se uvrstile 4 preiskovanke. Z 
binarno logistično regresijo smo preverili, ali so preiskovanke v skupini EM+UM bile bolj 
dovzetne za prekinitev zdravljenja zaradi pojavnosti neželenih učinkov. Iz preglednice 17 je 
razvidno, da ni bilo statisično značilne povezave med obema kombinacijama fenotipov in 
prekinitvijo jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov.  
 
Preglednica 16: Vpliv fenotipa CYP2D6 na prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov  
Fenotip N (%) P* 
PM 1 (12,5) 0,238 
IM 8 (19,0)  
EM 4 (6,8)  
UM 0 (0,0)  
*izračunano s Fisherjevim egzaktnim testom 
 
Preglednica 17: Vpliv kombinacij fenotipov CYP2D6 na prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih 
učinkov 
Fenotip N (%) OR (95% CI) P 
PM+IM 9 (18,0) Ref.  
EM+UM 4 (6,5) 0,31 (0,09-1,09) 0,068 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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4.2.2 Rezultati genotipizacije UGT2B7 
 
Prisotnost polimorfizmov gena UGT2B7 smo določili z uporabo metode TaqMan. Podobno 
kot pri metodi KASPar je ločevanje med aleloma temeljilo na dveh sondah, označenih s 
fluorescentnima barviloma. Glede na izsevano valovno dolžino barvila smo lahko določili 
genotip. Potek reakcije smo spremljali v realnem času. Pri homozigotih za normalni 
(referenčni) alel smo z naraščanjem ciklov pomnoževanja opažali porast fluorescenčnega 
signala FAM (slika 11). Pri homozigotih za polimorfni alel smo z naraščanjem ciklov 
pomnoževanja videli porast fluorescenčnega signala VIC (slika 12), medtem ko smo pri 
heterozigotih opažali porast obeh fluorescenčnih signalov (slika 13). Po končanem 
pomnoževanju smo genotipe opredelili z analizo alelne diskriminacije (slika 14). Na sliki 14 
so z rdečimi krogi označeni homizigoti za normalni (referenčni) genotip, z modrimi kari so 
označeni homozigoti za polimorfen genotip, zeleni trikotniki pa označujejo heterozigote.  
 
 
Slika 11: Značilen rezultat analize TaqMan za normalni (referenčni) alel s porastom signala FAM 
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Slika 12: Značilen rezultat analize TaqMan za polimorfen alel s porastom signala VIC 
 
 
Slika 13: Značilen rezultat analize TaqMan za heterozigoten genotip s porastom signala obeh barvil 
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Slika 14: Značilen rezultat analize alelne diskriminacije za UGT2B7 
4.2.2.1 Frekvenca genotipov UGT2B7 
 
V preglednici 18 so predstavljene frekvence genotipov za polimorfizem UGT2B7 
rs7668258. V celotni skupini je bilo 32 (29,6 %) preiskovank homozigotnih za normalen 
alel, 46 (42,6 %) heterozigotnih in 30 (27,8 %) homozigotnih za polimorfen alel. Frekvenca 
redkejšega alela je znašala 49,1 %. Pri polimorfizmu rs28365063 je bilo 74 (66,1 %) 
preiskovank homozigotnih za normalen alel, 33 (29,5 %) heterozigotnih in 5 (4,5 %) 
homozigotnih za polimorfen alel. Frekvenca redkejšega alela rs28365063 je znašala 19,2 %. 
Za vse polimorfizme smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-Weinbergovem (PHWE) 
ravnovesju. Ker je pri obeh preiskovanih polimorfizmih bila vrednost P večja od 0,05, je 
razporeditov genotipov pri obeh polimorfizmih v PHWE ravnovesju. 
 
Preglednica 18: Frekvenca genotipov UGT2B7 (N=113) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
UGT2B7 rs7668258 CC 32 (29,6) [5] 49,1 0,124 
  CT 46 (42,6)   
  TT 30 (27,8)   
 rs28365063 AA 74 (66,1) [1] 19,2 0,595 
  AG 33 (29,5)   
  GG 5 (4,5)   
“[]”: število manjkajočih podatkov 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
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4.2.2.2 Vpliv polimorfizmov UGT2B7 na prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih 
učinkov 
 
Z binarno logistično regresijo smo preverili, če genotip UGT2B7 vpliva na predčasno 
prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov. V preglednici 19 je prikazana 
vrednost P, OR in 95 % interval zaupanja pri genotipih. Za statistično značilne smo vzeli 
vrednosti P manjše od 0,05. Noben od genotipov UGT2B7 rs7668258 ni bil statistično 
značilno povezan s prekinitvijo jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov. Pri 
polimorfizmu UGT2B7 rs28365063 pa so preiskovanke z genotipom GG imele skoraj 
enajstkrat večje tveganje za prekinitev zdravljenja s tramadolom zaradi pojava neželenih 
učinkov (OR=10,83; 95 % Cl= 1,59-73,91) kot preiskovanke z genotipom AA, ta vpliv je 
bil tudi statistično značilen (P=0,015). Zanimivo pa je, da pri preiskovankah, ki so bile 
nosilke vsaj enega polimorfnega alela G (genotip AG ali GG) v primerjavi z genotipom AA 
nismo opazili statistično značilne povezave med genotipom in povečanim tveganjem za 
prekinitev zdravljenja.  
 
Preglednica 19: Vpliv genotipov UGT2B7 na prekinitev jemanja tramadola 
Gen SNP Genotip N (%) OR (95% CI) P 
UGT2B7 rs7668258 CC 4 (12,5) Ref.  
  CT 6 (13,0) 1,05 (0,27-4,07) 0,944 
  TT 3 (10,0) 0,78 (0,16-3,8) 0,756 
  CT+TT 9 (11,8) 0,94 (0,27-3,31) 0,924 
 rs28365063 AA 9 (12,2) Ref.  
  AG 2 (6,1) 0,47 (0,09-2,29) 0,347 
  GG 3 (60,0) 10,83 (1,59-73,91) 0,015 
  AG+GG 5 (13,2) 1,09 (0,34-3,53) 0,880 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
4.2.3 Rezultati genotipizacije ABC 
 
Prisotnost večine polimorfizmov genov ABC smo določili z uporabo metode KASPar, ki 
temelji na pomnoževanju s kompetitivno alelno specifično verižno reakcijo s polimerazo. 
Značilen rezultat analize intenzitete fluorescentnih signalov lahko prikažemo kot alelno 
diskriminacijo (slika 15). Na sliki 15 so z rdečimi krogi označeni homozigotni za alel Y, z 
modrimi krogi so označeni homozigoti za alel X, zeleni krogi pa predstavljajo heterozigote 
za alela X in Y. Negativni kontroli označujeta dva črna kroga v spodnjem levem kotu, roza 
krogec pa predstavlja vzorec, pri katerem pomnoževanje ni uspelo. Pri vzorcih, kjer 
pomnoževanje ni uspelo, smo postopek pomnoževanja ponovili in tako poskušali določiti 
genotipe vseh preiskovank.  
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Slika 15: Rezultat analize KASPar za ABCB1 rs1045642 
Ker je polimorfizem ABCB1 rs2032582 trialelni, smo za genotipizacijo uporabili klasični 
alelelno specifični PCR. Za vsak vzorec smo na agaroznem gelu preverili pomnožke vseh 
treh reakcij in genotipe rs2032582 opredelili glede na prisotnost za A, G ali T alel 
specifičnega pomnožka.  
 
4.2.3.1 Frekvenca genotipov ABCB1 in ABCC2 
 
V preglednici 20 so predstavljene frekvence genotipov, frekvenca redkejšega alela (MAF, 
minor allele frequency) in izračun Hardy-Weinbergovega ravnovesja (PHWE) za vse 
preiskovane polimorfizme genov ABC.  
 
Pri polimorfizmu ABCB1 rs1128503 je bilo 37 (33 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 60 (53,6 %) heterozigotnih in 15 (13,4 %) homozigotnih za polimorfen alel. 
Frekvenca redkejšega alela je znašala 40,2 %.  
 
Polimorfizem ABCB1 rs2032582 gena je trialelni, 35 (31,8 %) preiskovank je bilo 
homozigotnih za normalen alel G, samo 16 (14,5 %) jih je bilo homozigotnih za polimorfen 
alel T in nobena za polimorfen alel A, medtem ko je bilo 57 preiskovank (51,8 %) 
heterozigotnih za genotip GT, 2 (1,8 %) pa heterozigotni za genotip GA. Frekvenca 
polimorfnih alelov je bila 40,4 % za alel T in 0,9 % za alel A.  
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Pri polimorfizmu ABCB1 rs1045642 je bilo 24 (21,4 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 53 (47,3 %) heterozigotnih in 35 (31,3 %) homozigotnih za polimorfen alel. 
Frekvenca manj pogostega alela je bila 54,9 %.  
 
Pri polimorfizmu ABCC2 rs2804402 je bilo 20 (17,9 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 57 (50,9 %) heterozigotnih in 35 (50,9 %) homozigotnih za polimorfen alel. 
Frekvenca manj pogostega alela je bila 56,7 %.  
 
Pri polimorfizmu ABCC2 rs717620 je bilo 73 (65,2 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 35 (31,3 %) heterozigotnih in 4 (3,6 %) preiskovanke homozigotne za 
polimorfen alel. Frekvenca manj pogostega alela je bila 19,2 %.  
 
Podobno razporeditev genotipov smo zabeležili pri polimorfizmu ABCC2 rs2273697; 68 
(60,7 %) preiskovank je bilo homozigotnih za normalen alel, 42 (37,5 %) heterozigotnih in 
2 (1,8 %) preiskovanki homozigotni za polimorfen alel. Frekvenca manj pogostega alela je 
bila 20,5 %.  
 
Za vse polimorfizme gena ABCB1 in ABCC2 smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-
Weinbergovem (PHWE) ravnovesju. Genotipi so v PHWE ravnovesju če je P vrednost večja od 
0,05, kar je razvidno za vse polimorfizme. 
 
Preglednica 20: Frekvenca genotipov ABC (N=113) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
ABCB1 rs1128503 CC 37 (33,0) [1] 40,2 0,226 
  CT 60 (53,6)   
  TT 15 (13,4)   
 rs2032582 GG 35 (31,8) [3] 40,4 (T), 0,9 
(A) 
/* 
  GT 57 (51,8)   
  GA 2 (1,8)   
  TT 16 (14,5)   
 rs1045642 CC 24 (21,4) [1] 54,9 0,639 
  CT 53 (47,3)   
  TT 35 (31,3)   
ABCC2 rs2804402 CC 20 (17,9) [1] 56,7 0,700 
  CT 57 (50,9)   
  TT 35 (31,3)   
 rs717620 GG 73 (65,2) [1] 19,2 0,938 
  GA 35 (31,3)   
  AA 4 (3,6)   
 rs2273697 GG 68 (60,7) [1] 20,5 0,115 
  GA 42 (37,5)   
  AA 2 (1,8)   
42 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
*trialeli polimorfizem 
“[]” označuje število manjkajočih podatkov 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
4.2.3.2 Vpliv SNPjev na prekinitev jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov 
 
Z binarno logistično regresijo smo preverili ali genotip vpliva na predčasno prekinitev 
jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov. V preiskovanem vzorcu noben genotip ABC ni 
bil statistično značilno povezan s prekinitvijo jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov 
(preglednica 21). Nosilke polimorfnega alela ABCC2 rs2273697 A (genotip GA ali AA) so 
sicer imele dvakrat povečano tveganje za prekinitev zdravljenja zaradi neželenih učinkov 
(OR=2,3; 95 % Cl= 0,78-7,59) v primerjavi s preiskovankimi, ki niso bile nosilke 
polimorfnega alela, vendar pa ta vpliv ni bil statistično značilen (P= 0,151).  
 
Preglednica 21: Vpliv SNPjev ABC na prekinitev jemanja tramadola (14 od 113 bolnic) 
Gen SNP Genotip N (%) OR (95% CI) P 
ABCB1 rs1128503 CC 6 (16,2) Ref.  
  CT 6 (10,0) 0,57 (0,17-1,93) 0,371 
  TT 2 (13,3) 0,79 (0,14-4,47) 0,794 
  CT+TT 8 (10,7) 0,62 (0,2-1,93) 0,407 
 rs2032582 GG 5 (14,3) Ref.  
  GT+GA 7 (11,9) 0,81 (0,24-2,77) 0,734 
  TT 2 (12,5) 0,86 (0,15-4,97) 0,864 
  GT+GA+TT 9 (12,0) 0,82 (0,25-2,65) 0,738 
 rs1045642 CC 4 (16,7) Ref.  
  CT 5 (9,4) 0,52 (0,13-2,14) 0,366 
  TT 5 (14,3) 0,83 (0,2-3,49) 0,803 
  CT+TT 10 (11,4) 0,64 (0,18-2,26) 0,489 
ABCC2 rs2804402 CC 0 Ref.  
  CT 11 (19,3) / 0,057* 
  TT 3 (8,6) / 0,293* 
  CT+TT 14 (15,2) / 0,127* 
 rs717620 GG 11 (15,1) Ref.  
  GA 3 (8,6) 0,53 (0,14-2,03) 0,353 
  AA 0 / 1.000* 
  GA+AA 3 (7,7) 0,47 (0,12-1,8) 0,269 
 rs2273697 GG 6 (8,8) Ref.  
  GA 8 (19,0) 2,43 (0,78-7,59) 0,126 
  AA 0 / 1,000* 
  GA+AA 8 (18,2) 2,3 (0,74-7,15) 0,151 
*izračunano s Fisherjevim eksaktnim testom  
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
43 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
4.3 REZULTATI MOLEKULARNO GENETSKE ANALIZE SKUPINE 
PREISKOVANK, KI SO VSAJ ŠTIRI TEDNE JEMALE TRAMADOL  
 
4.3.1 Rezultati genotipizacije CYP2D6  
 
4.3.1.1 Frekvence genotipov, haplotipov in fenotipov gena CYP2D6 pri preiskovankah, ki 
so vsaj štiri tedne jemale tramadol 
 
Kot je razvidno iz preglednice 22 je bilo pri polimorfizmu CYP2D6 rs35742686, ki 
opredeljuje alel CYP2D6*3 95 (96 %) preiskovank homozigotnih in 4 (4 %) heterozigotne 
za normalen alel A. Frekvenca manj pogostega alela CYP2D6*3 je bila 2,0 %. Za 
polimorfizem CYP2D6 rs3892097, ki opredeljuje alel CYP2D6*4 je 69 preiskovank (69,7 
%) homozigotnih, 25 (25,3 %) heterozigotnih in 5 (5,1 %) homozigotnih za polimorfen alel 
A. Frekvenca polimorfnega alela CYP2D6*4 je bila 17,7 %. Podobno frekvenčno 
razporeditev genotipov smo zasledili pri polimorfizmu rs1065852, ki opredeljuje alel 
CYP2D6*10, kjer je bilo 66 (66,7 %) preiskovank homozigotnih za normalen alel, 28 (28,3 
%) heterozigotnih in 5 (5,1 %) homozigotnih za polimorfen alel T. Frekvenca manj 
pogostega alela CYP2D6*10 je bila 19,2 %. Pri polimorfizmu rs5030655, ki opredeljuje alel 
CYP2D6*6 je bilo 96 (97,3 %) preiskovank homozigotnih in 3 (2,7 %) heterozigotne za 
normalni alel T. Frekvenca manj pogostega alela CYP2D6*6 je bila 1,5 %. Pri polimorfizmu 
rs28371725, ki opredeljuje alel CYP2D6*41 je bilo 79 (79,8 %) preiskovank homozigotnih 
za normalen alel, 19 (19,2 %) preiskovank heterozigotnih in 1 (1 %) preiskovanka 
homozigotna za polimorfen alel. Frekvenca manj pogostega alela CYP2D6*41 je bila 10,6 
%. Prisotnost delecije gena (alela CYP2D6*5) smo zaznali samo pri 4 (4 %) preiskovankah, 
duplikacijo gena CYP2D6 (alel CYP2D6*2xN) pa pri 5 (5,1 %) preiskovankah. Za vse 
polimorfizme smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-Weinbergovem (PHWE) ravnovesju. 
Genotipi so v ravnovesju če je P vrednost večja od 0,05, kar je bilo razvidno za vse 
polimorfizme. 
 
Na podlagi ugotovljenih genotipov CYP2D6 smo glede na  prisotnost vseh alelov CYP2D6* 
določili haplotipe gena CYP2D6 v skladu s priporočili PharmGKB (preglednica 5). 
Frekvenca haplotipov je prikazana v preglednici 23. V našem vzorcu je bil najbolj pogost 
haplotip CYP2D6*1/*1 (41 %), po pogostnosti so nato sledili haplotipi *1/*4 (20,2 %), 
*1/*41 (10,1 %), *4/*4 (5,1 %) in *1/*5 (4 %). Ostali haplotipi so bili prisotni s frekvenco 
v razponu 3 % - 1 %.  
 
Glede na genotip smo nato določili pričakovani fenotip CYP2D6. V preglednici 24 so 
navedeni fenotipi CYP2D6. V skupini preiskovank, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol je 
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bilo 7 (7,1 %) slabih presnavljalk (PM), 34 (34,3 %) vmesnih presnavljalk (IM), 55 (55,6 %) 
hitrih presnavljalk (EM) in 3 (3 %) ultrahitre presnavljalke (UM).  
 
Preglednica 22: Frekvenca genotipov CYP2D6 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol 
(N=99) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
CYP2D6 rs35742686 (*3) AA 95 (96,0) 2,0 0,837 
  A- 4 (4,0)   
  -- 0   
 rs3892097 (*4) GG 69 (69,7) 17,7 0,188 
  GA 25 (25,3)   
  AA 5 (5,1)   
 rs5030655 (*6) TT 96 (97,0) 1,5 0,878 
  T- 3 (3,0)   
  -- 0   
 rs1065852 (*10) CC 66 (66,7) 19,2 0,380 
  CT 28 (28,3)   
  TT 5 (5,1)   
 rs28371725 (*41) GG 79 (79,8) 10,6 0,904 
  GA 19 (19,2)   
  AA 1 (1,0)   
 Delecija gena (*5) Ni prisotna 95 (96,0)   
  Prisotna 4 (4,0)   
 Duplikacija gena 
(xN) 
Ni prisotna 94 (94,9)   
  Prisotna 5 (5,1)   
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
 
Preglednica 23: Frekvenca haplotipov CYP2D6 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol 
(N=99) 
Haplotip CYP2D6 N % 
*1/*1 41 41 
*1/*10 2 2,0 
*1/*1xN 3 3,0 
*1/*3 2 2,0 
*1/*4 20 20,2 
*1/*41 10 10,1 
*1/*5 4 4,0 
*1/*6 1 1,0 
*10/*41 1 1,0 
*1xN/*41 2 2,0 
*3/*4 1 1,0 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 23: Frekvenca haplotipov CYP2D6 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale 
tramadol (N=99) 
*3/*41 1 1,0 
*4/*4 5 5,1 
*4/*41 3 3,0 
*4/*6 1 1,0 
*41/*41 1 1,0 
*6/*41 1 1,0 
 
Preglednica 24: Pričakovani fenotip CYP2D6 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol 
(N=99) 
Fenotip CYP2D6 N (%) 
PM 7 (7,1) 
IM 34 (34,3) 
EM 55 (55,6) 
UM 3 (3,0) 
 
4.3.1.2 Vpliv fenotipa CYP2D6 na pojavnost neželenih učinkov pri preiskovankah, ki so 
vsaj štiri tedne jemale tramadol 
 
V štirih tednih jemanja tramadola je 36 (36,7 %) preiskovank občutilo slabost, 48 (48,5 %) 
zaprtje, 35 (35,4 %) omotico in 9 (9,1 %) bruhanje (preglednica 25). Z binarno logistično 
regresijo smo preverili ali je fenotip CYP2D6 povezan s pojavnostjo neželenih učinkov 
(preglednica 26). Statistično značilno povezavo med fenotipom CYP2D6 in neželenim 
učinkom smo opazili samo pri zaprtju (P=0,005). O zaprtju so bolj pogosto poročale vmesne 
in hitre presnavljalke, slabe presnavljalke pa ga niso opažale.  
 
Pri ostalih neželenih učinkih nismo zaznali povezav s fenotipom CYP2D6, tudi če smo 
združili slabe in vmesne presnavljalke ter hitre in ultrahitre presnavljalke in primerjali te dve 
skupini med sabo (preglednica 27 in 28). Skupina hitrih in ultrahitrih presnavljalk je sicer 
imela več kot šest krat večje tveganje na pojavnost bruhanja (OR=6,40; 95 % Cl= 0,77-
53,32), v primerjavi s skupino počasnih in vmesnih presnavljalk, vendar ta vpliv ni 
statistično značilen (P=0,086). Naši rezultati nakazujejo trend, da so preiskovanke s hitro in 
ultrahitro presnovo bolj dovzetne za pojav neželenih učinkov kot skupina preiskovank s 
slabim ali vmesnim fenotipom, vendar pa je bilo število preiskovank v posamezni kategoriji 
premajhno, da bi rezultati bili statistično značilni.  
 
Preglednica 25: Neželeni učinki po 4 tednih (N=99) 
Slabost 
N (%) 
Bruhanje 
N (%) 
Zaprtje 
N (%) 
Omotica 
N (%) 
36 (36,7) [1] 9 (9,1) 48 (48,5) 35 (35,4) 
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Preglednica 26: Vpliv fenotipa CYP2D6 na pojav neželenih učinkov po 4 tednih jemanja tramadola (N=99) 
Fenotip Slabost 
N (%) 
Bruhanje  
N (%) 
Zaprtje 
N (%) 
Omotica 
N (%) 
PM 4 (57,1) [1] 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (42,9) 
IM 13 (39,4) 1 (2,9) 22 (64,7) 15 (44,1) 
EM 19 (34,5) 7 (12,7) 24 (43,6) 15 (27,3) 
UM 0 (0,0) 1 (33,3) 2 (66,6) 2 (66,7) 
P* (primerjava med 
vsemi skupinami) 
0,406 0,140 0,005 0,209 
P* (PM+IM vs. 
EM+UM) 
0,395 0,076 0,420 0,143 
 
*izračunano s Fisherjevim eksaktnim testom 
“[]” označuje število manjkajočih podatkov 
 
Preglednica 27: Pojavnost slabosti in bruhanja pri dveh skupinah preiskovank: PM+IM in EM+UM (N=99) 
Fenotip Slabost 
N (%) 
OR (95% CI) P Bruhanje 
N (%) 
OR (95% CI) P 
PM+IM 17 (42,5) Ref.  1 (2,4) Ref.  
EM+UM 19 (32,8) 0,66 (0,29-
1,52) 
0,327 8 (13,8) 6,40 (0,77-
53,32) 
0,086 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
 
Preglednica 28: Pojavnost zaprtja in omotice pri dveh skupinah preiskovank: PM+IM in EM+UM (N=99) 
Fenotip Zaprtje 
N (%) 
OR (95% CI) P Omotica 
N (%) 
OR (95% CI) P 
PM+IM 22 (53,7) Ref.  18 (43,9) Ref.  
EM+UM 26 (44,8) 0,70 (0,31-
1,57) 
0,387 17 (29,3) 0,53 (0,23-
1,22) 
0,137 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
 
4.3.2 Rezultati genotipizacije UGT2B7 
 
4.3.2.1 Frekvenca genotipov UGT2B7 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale 
tramadol 
 
V preglednici 29 so predstavljene frekvence genotipov pri polimorfizmu UGT2B7 
rs7668258. V skupini preiskovank, ki so štiri tedne redno jemale tramadol je bilo 28 (29,5 
%) homozigotnih za normalen alel, 40 (42,1 %) heterozigotnih in 27 (28,4 %) homozigotnih 
za polimorfen alel. Frekvenca redkejšega alela je bila 49,5 %. Pri polimorfizmu UGT2B7 
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rs28365063 je bilo 65 (66,3 %) preiskovank homozigotnih za normalen alel, 31 (31,6 %) 
heterozigotnih in 2 (2 %) homozigotni za polimorfen alel. Frekvenca redkejšega alela je bila 
17,9 %. Za vse polimorfizme smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-Weinbergovem (PHWE) 
ravnovesju. Iz preglednice 29 je razvidno, da so genotipi obeh preiskovanih polimorfizmov 
v PHWE ravnovesju, saj je pri obeh bila vrednost P večja od 0,05. 
 
Preglednica 29: Frekvenca genotipov UGT2B7 (N=99) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
UGT2B7 rs7668258 CC 28 (29,5) [4] 49,5 0,124 
  CT 40 (42,1)   
  TT 27 (28,4)   
 rs28365063 AA 65 (66,3) [1] 17,9 0,438 
  AG 31 (31,6)   
  GG 2 (2,0)   
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
 
4.3.2.2 Povezava polimorfizmov gena UGT2B7 s pojavnostjo neželenih učinkov  
 
Z binarno logistično regresijo smo preverili vpliv posameznih polimorfizmov gena UGT2B7 
na pojav neželenih učinkov. Kot je prikazano v preglednicah 30 in 31, nismo ugotovili 
povezave med polimorfizmoma rs7668258 in rs28365063 ter pojavnostjo slabosti, bruhanja, 
zaprtja ali omotice. Preiskovanke, ki so bile homozigotne za polimorfen alel rs28365063 so 
sicer imele skoraj desetkrat večjo verjetnost za pojav bruhanja (OR=9,83; 95 % Cl= 0,54-
178,04) v primerjavi s preiskovankami, ki so homozigotne za normalni alel, vendar pa ta 
vpliv ni bil statistično značilen (P=0,122).  
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Preglednica 30: Vpliv SNPjev UGT2B7 na pojavnost slabosti in bruhanja (N=99) 
Gen SNP Genotip Slabost 
N (%) 
OR (95% CI) P Bruhanje 
N (%) 
OR (95% CI) P 
UGT2B7 rs7668258 CC 8 (29,6) Ref.  4 (14,3) Ref.  
  CT 15 (37,5) 1,42 (0,5-4,05) 0,507 3 (7,5) 0,49 (0,1-2,37) 0,372 
  TT 10 (37) 1,4 (0,45-4,35) 0,564 2 (7,4) 0,48 (0,08-2,87) 0,421 
  CT+TT 25 (37,3) 1,41 (0,54-3,7) 0,481 5 (7,5) 0,48 (0,12-1,96) 0,308 
 rs28365063 AA 24 (36,9) Ref.  6 (9,2) Ref.  
  AG 11 (36,7) 0,99 (0,4-2,43) 0,981 2 (6,5) 0,68 (0,13-3,57) 0,647 
  GG 0 (0) / 0,533* 1 (50) 9,83 (0,54-178,04) 0,122 
  AG+GG 11 (34,4) 0,89 (0,37-2,17) 0,806 3 (9,1) 0,98 (0,23-4,21) 0,982 
*izračunano s Fisherjevim eksaktnim testom 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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Preglednica 31: Povezava SNPjev UGT2B7 s pojavnostjo zaprtja in omotice (N=99) 
Gen SNP Genotip Zaprtje 
N (%) 
OR (95% CI) P Omotica 
N (%) 
OR (95% CI) P 
UGT2B7 rs7668258 CC 14 (50) Ref.  8 (28,6) Ref.  
  CT 17 (42,5) 0,74 (0,28-1,95) 0,542 17 (42,5) 1,85 (0,66-5,19) 0,244 
  TT 15 (55,6) 1,25 (0,43-3,61) 0,680 7 (25,9) 0,88 (0,27-2,87) 0,826 
  CT+TT 32 (47,8) 0,91 (0,38-2,21) 0,842 24 (35,8) 1,4 (0,53-3,64) 0,496 
 rs28365063 AA 33 (50,8) Ref.  23 (35,4) Ref.  
  AG 13 (41,9) 0,7 (0,3-1,66) 0,419 10 (32,3) 0,87 (0,35-2,16) 0,763 
  GG 1 (50) 0,97 (0,06-16,17) 0,983 1 (50) 1,83 (0,11-30,58) 0,675 
  AG+GG 14 (42,4) 0,71 (0,31-1,66) 0,435 11 (33,3) 0,91 (0,38-2,21) 0,840 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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4.3.3 Rezultati genotipizacije ABC  
 
4.3.3.1 Frekvenca genotipov ABCB1 in ABCC2 pri preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne 
jemale tramadol 
 
V preglednici 32 so predstavljene frekvence genotipov, frekvenca redkejšega alela (MAF, 
minor allele frequency) in izračun Hardy-Weinbergovega ravnovesja (PHWE) za vse 
preiskovane polimorfizme genov ABC. 
 
Pri polimorfizmu ABCB1 rs1128503 je bilo 31 (31,6 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 54 (55,1 %) heterozigotnih in 13 (13,3 %) homozigotnih za polimorfen alel. 
Frekvenca redkejšega alela je znašala 40,8 %. Polimorfizem ABCB1 rs2032582 je trialelni, 
30 (31,3 %) preiskovank je bilo homozigotnih za normalen alel G, samo 14 (14,6 %) 
preiskovank je bilo homozigotnih za polimorfen alel T in nobena za polimorfen alel A, 
medtem ko je bilo 51 (53,1 %) preiskovank heterozigotnih za genotip GT in 1 (1,8 %) 
preiskovanka heterozigotna za genotip GA. Frekvenca polimorfnih alelov je znašala 41,2 % 
za alel T in 0,5 % za alel A. Pri polimorfizmu ABCB1 rs1045642 je bilo 20 (20,4 %) 
preiskovank homozigotnih za normalen alel, 48 (49,0 %) heterozigotnih in 30 (30,6 %) 
homozigotnih za polimorfen alel. Frekvenca manj pogostega alela je bila 55,1 %.  
 
Pri polimorfizmu ABCC2 rs2804402 je bilo 20 (20,4 %) preiskovank homozigotnih za 
normalen alel, 46 (46,9 %) heterozigotnih in 32 (32,7 %) homozigotnih za polimorfen alel. 
Frekvenca manj pogostega alela je znašala 56,1 %. Pri polimorfizmu ABCC2 rs717620 je 
bilo 62 (63,3 %) homozigotnih za normalen alel, 32 (32,7 %) heterozigotnih in 4 (4,1 %) 
preiskovanke pa so bile homozigotne za polimorfen alel. Frekvenca manj pogostega alela je 
bila 19,4 %. Podobno razporeditev genotipov smo zabeležili pri polimorfizmu ABCC2 
rs2273697; 62 (63,3 %) preiskovank je bilo homozigotnih za normalen alel, 34 (34,7 %) 
heterozigotnih in 2 (2 %) preiskovanki homozigotni za polimorfen alel. Frekvenca manj 
pogostega alela je bila 19,4 %.  
 
Za vse polimorfizme gena ABCB1 in ABCC2 smo s testom χ2 preverili ali so v Hardy-
Weinbergovem (PHWE) ravnovesju. Genotipi so v ravnovesju če je P vrednost večja od 0,05, 
kar je razvidno za vse polimorfizme. 
 
Preglednica 32: Frekvenca genotipov ABCB1 in ABCC2 (N=99) 
Gen SNP Genotip N (%) MAF (%) PHWE 
ABCB1 rs1128503 CC 31 (31,6) [1] 40,8 0,164 
  CT 54 (55,1)   
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 32: Frekvenca genotipov ABCB1 in ABCC2 (N=99) 
  TT 13 (13,3)   
 rs2032582 GG 30 (31,3) [3] 41,2 (T), 0,5 
(A) 
/* 
  GT 51 (53,1)   
  GA 1 (1,0)   
  TT 14 (14,6)   
 rs1045642 CC 20 (20,4) [1] 55,1 0,920 
  CT 48 (49,0)   
  TT 30 (30,6)   
ABCC2 rs2804402 CC 20 (20,4) [1] 56,1 0,642 
  CT 46 (46,9)   
  TT 32 (32,7)   
 rs717620 GG 62 (63,3) [1] 20,4 0,960 
  GA 32 (32,7)   
  AA 4 (4,1)   
 rs2273697 GG 62 (63,3) [1] 19,4 0,276 
  GA 34 (34,7)   
  AA 2 (2,0)   
*trialelni polimorfizem 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida 
MAF: frekvenca redkejšega alela 
PHWE: Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
 
4.3.3.2 Povezava polimorfizmov ABC s pojavnostjo neželenih učinkov 
 
Tudi pri genih ABCB1 in ABCC2 smo z binarno logistično regresijo preverili vpliv 
posameznih polimorfizmov na pojav neželenih učinkov. Kot je prikazano v preglednici 33 
in 34, nismo opazili povezave med nobenim od preiskovanih genotipov ABCB1 ali ABCC2 
ter pojavnostjo slabosti, bruhanja, zaprtja ali omotice.  
 
Pri polimorfizmu ABCB1 rs1045642 smo opazili, da so imele preiskovanke, ki so bile 
homozigotne za polimorfen alele skoraj štirikrat večjo verjetnost za pojav bruhanja (OR=3,8; 
95 % Cl= 0,41-35,28) v primerjavi s preiskovankami, ki so bile homozigotne za normalni 
alel, vendar pa ta vpliv ni bil statistično značilen (P=0,240). Večjo verjetnost za pojav 
bruhanja (OR=2,17; 95 % Cl= 0,26-18,45) smo opazili tudi v skupini preiskovank, ki so bile 
nosilke polimorfnega alela T (genotip CT ali TT), vendar tudi ta vpliv ni bil statistično 
značilen (P=0,478). Večje tveganje za pojav zaprtosti smo opazili tudi pri preiskovankah, ki 
so homozigotne za polimorfen alel ABCB1 rs1128503 ali rs2032582. V  obeh primerih je 
bilo tveganje za pojav zaprtosti štirikrat večje v primerjavi z referenčnim genotipom 
(OR=4,05; 95 % Cl= 0,93-17,63 in OR=4,19; 95 % Cl= 0,97-18,12), vendar prav tako ta 
vpliv ni bil statistično značilen (P=0,063 in P=0,055). 
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Pri genu ABCC2 je največji vpliv na pojavnost neželenih učinkov imel polimorfizem 
rs717620. Preiskovanke, ki so bile homozigotne za polimorfen alel so imele dvakrat 
(OR=2,05; 95 % Cl: 0,27-15,63) večje tveganje za pojavnost slabosti in trikrat (OR=3,11; 
95 % Cl: 0,28-34,8) večje tveganje za pojavnost bruhanja. Noben od teh dveh vplivov ni bil 
statistično značilen (P=0,489 in P=0,357).  
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Preglednica 33: Vpliv SNPjev ABC na pojavnost slabosti in bruhanja (N=99) 
Gen SNP Genotip Slabost 
N (%) 
OR (95% CI) P Bruhanje 
N (%) 
OR (95% CI) P 
ABCB1 rs1128503 CC 10 (32,3) Ref.  2 (6,5) Ref.  
  CT 20 (37,7) 1,27 (0,5-3,24) 0,613 6 (11,1) 1,81 (0,34-9,58) 0,484 
  TT 5 (38,5) 1,31 (0,34-5,05) 0,692 1 (7,7) 1,21 (0,1-14,62) 0,882 
  CT+TT 25 (37,9) 1,28 (0,52-3,16) 0,591 7 (10,4) 1,69 (0,33-8,66) 0,528 
 rs2032582 GG 11 (36,7) Ref.  3 (10) Ref.  
  GT+GA 17 (33,3) 0,86 (0,34-2,22) 0,761 3 (5,8) 0,55 (0,1-2,92) 0,484 
  TT 6 (42,9) 1,3 (0,36-4,72) 0,695 2 (14,3) 1,5 (0,22-10,17) 0,678 
  GT+GA+TT 23 (35,4) 0,95 (0,38-2,33) 0,904 5 (7,6) 0,74 (0,16-3,31) 0,691 
 rs1045642 CC 8 (40) Ref.  1 (5) Ref.  
  CT 15 (31,9) 0,7 (0,24-2,08) 0,524 3 (6,3) 1,27 (0,12-12,96) 0,842 
  TT 12 (40) 1 (0,32-3,17) 1,000 5 (16,7) 3,8 (0,41-35,28) 0,240 
  CT+TT 27 (35,1) 0,81 (0,3-2,22) 0,682 8 (10,3) 2,17 (0,26-18,45) 0,478 
ABCC2 rs2804402 CC 8 (42,1) Ref.  2 (10) Ref.  
  CT 17 (37) 0,81 (0,27-2,4) 0,698 4 (8,7) 0,86 (0,14-5,11) 0,866 
  TT 10 (31,3) 0,63 (0,19-2,03) 0,434 3 (9,4) 0,93 (0,14-6,12) 0,941 
  CT+TT 27 (34,6) 0,73 (0,26-2,03) 0,543 7 (9) 0,89 (0,17-4,64) 0,887 
 rs717620 GG 20 (32,8) Ref.  6 (9,7) Ref.  
  GA 13 (40,6) 1,4 (0,58-3,4) 0,454 2 (6,3) 0,62 (0,12-3,27) 0,575 
  AA 2 (50) 2,05 (0,27-
15,63) 
0,489 1 (25) 3,11 (0,28-34,8) 0,357 
  GA+AA 15 (41,7) 1,46 (0,63-3,43) 0,380 3 (8,3) 0,85 (0,2-3,62) 0,824 
 rs2273697 GG 22 (36,1) Ref.  5 (8,1) Ref.  
  GA 13 (38,2) 1,1 (0,46-2,61) 0,834 4 (11,8) 1,52 (0,38-6,09) 0,554 
  AA 0 (0) / 0,538* 0 (0) / 1,000* 
  GA+AA 13 (36,1) 1 (0,42-2,36) 0,996 4 (11,1) 1,42 (0,36-5,69) 0,616 
*izračunano s Fisherjevim eksaktnim testom  OR: razmerje obetov 
SNP: polimorfizem posameznega nukleotida  95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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Preglednica 34: Vpliv SNPjev ABC na pojavnost zaprtja in omotice (N=99) 
Gen SNP Genotip Zaprtje 
N (%) 
OR (95% CI) P Omotica 
N (%) 
OR (95% CI) P 
ABCB1 rs1128503 CC 14 (45,2) Ref.  11 (35,5) Ref.  
  CT 23 (42,6) 0,9 (0,37-2,19) 0,818 17 (31,5) 0,84 (0,33-2,12) 0,706 
  TT 10 (76,9) 4,05 (0,93-
17,63) 
0,063 6 (46,2) 1,56 (0,42-5,81) 0,509 
  CT+TT 33 (49,3) 1,18 (0,5-2,77) 0,706 23 (34,3) 0,95 (0,39-2,32) 0,911 
 rs2032582 GG 14 (46,7) Ref.  12 (40) Ref.  
  GT+GA 20 (38,5) 0,71 (0,29-1,77) 0,468 16 (30,8) 0,67 (0,26-1,7) 0,397 
  TT 11 (78,6) 4,19 (0,97-
18,12) 
0,055 5 (35,7) 0,83 (0,22-3,1) 0,786 
  GT+GA+TT 31 (47) 1,01 (0,43-2,4) 0,978 21 (31,8) 0,7 (0,29-1,71) 0,435 
 rs1045642 CC 8 (40) Ref.  8 (40) Ref.  
  CT 24 (50) 1,5 (0,52-4,32) 0,453 17 (35,4) 0,82 (0,28-2,4) 0,721 
  TT 15 (50) 1,5 (0,48-4,72) 0,488 9 (30) 0,64 (0,2-2,11) 0,466 
  CT+TT 39 (50) 1,5 (0,55-4,07) 0,426 26 (33,3) 0,75 (0,27-2,06) 0,577 
ABCC2 rs2804402 CC 11 (55) Ref.  7 (35) Ref.  
  CT 24 (52,2) 0,89 (0,31-2,56) 0,833 17 (37) 1,09 (0,36-3,26) 0,879 
  TT 12 (37,5) 0,49 (0,16-1,53) 0,219 10 (31,3) 0,84 (0,26-2,76) 0,779 
  CT+TT 36 (46,2) 0,7 (0,26-1,88) 0,481 27 (34,6) 0,98 (0,35-2,76) 0,974 
 rs717620 GG 28 (45,2) Ref.  23 (37,1) Ref.  
  GA 17 (53,1) 1,38 (0,58-3,24) 0,465 11 (34,4) 0,89 (0,36-2,17) 0,795 
  AA 2 (50) 1,21 (0,16-9,18) 0,851 0 (0) / 0,289* 
  GA+AA 19 (52,8) 1,36 (0,6-3,09) 0,467 11 (30,6) 0,75 (0,31-1,79) 0,513 
 rs2273697 GG 32 (51,6) Ref.  24 (38,7) Ref.  
  GA 14 (41,2) 0,66 (0,28-1,53) 0,329 10 (29,4) 0,66 (0,27-1,62) 0,364 
  AA 1 (50) 0,94 (0,06-
15,67) 
0,964 0 (0) / 0,524* 
  GA+AA 15 (41,7) 0,67 (0,29-1,53) 0,343 10 (27,8) 0,61 (0,25-1,48) 0,275 
*izračunano s Fisherjevim eksaktnim testom; SNP: polimorfizem posameznega nukleotida; OR: razmerje obetov; 95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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4.4. ANALIZA HAPLOTIPOV 
 
Ker je raziskava vključevala več SNPjev znotraj istega gena, smo z analizo haplotipov 
preučili  skupni vpliv vseh preučevanih genetskih sprememb v posameznem genu na 
prekinitev jemanja tramdola in na pojavnost slabosti, bruhanja, zaprtja ali omotice. 
Haplotipe smo določili s pomočjo programske opreme Thesias, ki je prosto dostopna na 
spletu (Tregouet in Garelle, 2007). V statistično analizo smo vključili haplotipe, ki so bili 
prisotni s frekvenco 5 % ali več. Haplotip z največjo frekvenco smo uporabili kot referenčni 
haplotip s katerim smo primerjali vpliv ostalih haplotipov.  
4.4.1 Analiza haplotipov pri vseh preiskovankah  
 
Trije SNPji gena ABCB1 (rs1128503, rs2032582, rs1045642) so tvorili skupno sedem 
haplotipov, vendar pa so le štirje od predvidenih haplotipov v našem vzorcu bili zastopani s 
frekvenco večjo od 5 %. Tri SNPje gena ABCC2 (rs2804402, rs717620, rs2273697) smo 
zasledili na štirih različnih haplotipih, od katerih so vsi imeli frekvenco večjo od 5 %. Dva 
SNPja gena UGT2B7 (rs7668258, rs28365063) sta tvorila štiri predvidene haplotipe, od 
katerih so trije imeli frekvenco večjo kot 5 % (preglednica 35).  
 
Z binarno logistično regresijo smo primerjali razporeditev haplotipov med skupino bolnic, 
ki je zaradi neželenih učinkov prekinila zdravljenje s tramadolom in skupino, ki je tramadol 
jemala vsaj štiri tedne. Noben od predvidenih haplotipov ni statistično značilno vplival na 
prekinitev jemanja tramadola zaradi pojav neželenih učinkov. Največji vpliv na prekinitev 
jemanja tramadola sta imela haplotip ABCC2 TGA in haplotip UGT2B7 CG. Nosilke so 
imele dvakrat večjo verjetnost za prekinitev zdravljenja (OR=2,02; 95 % Cl= 0,66-6,25 in 
OR =1,88; 95 % Cl= 0,77-4,62), vendar pa nobena od povezav ni bila statistično značilna 
(preglednica 36). 
 
Preglednica 35: Frekvenca haplotipov pri vseh preiskovankah (N=113) 
 
Gen Haplotip Predvidena frekvenca 
ABCB1 CGC  0,41 
 TTT  0,35 
 CGT  0,16 
 TTC  0,03 
 CTT  0,02 
 TGT  0,01 
 CTC  0,005 
ABCC2 TGG  0,36  
 CGG  0,24 
 TGA  0,21 
 CAG  0,19  
      se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 35: Frekvenca haplotipov pri vseh preiskovankah (N=113) 
UGT2B7 TA  0,48  
 CA  0,33  
 CG  0,18  
 TG  0,006  
Vrstni red SNPjev v haplotipu od 5' proti 3': 
ABCB1: rs1128503, rs2032582, rs1045642 
ABCC2: rs2804402, rs717620, rs2273697 
UGT2B7: rs7668258, rs28365063 
 
Preglednica 36: Povezava haplotipov s prekinitvijo jemanja tramadola zaradi neželenih učinkov (vključeni so 
haplotipi s frekvencami 5 % ali več, N=113). 
 
Gen Haplotip Predvidena 
frekvenca 
Bolnice ki niso 
prekinile 
zdravljenja 
Predvidena 
frekvenca 
Bolnice ki so 
prekinile 
zdravljenje 
OR (95% CI) P 
ABCB1 CGC  0,41  0,42  Ref.  
 TTT  0,36  0,35  1,03 (0,43 - 2,46)  0,944 
 CGT  0,15  0,18  1,22 (0,36 - 4,09)  0,747 
ABCC2 TGG  0,37  0,32 Ref.  
 CGG  0,23  0,29  1,49 (0,48 - 4,58) 0,488 
 TGA  0,19  0,29  2,02 (0,66 - 6,25) 0,220 
 CAG  0,20  0,11  0,46 (0,12 - 1,80) 0,266 
UGT2B7 TA  0,49  0,46  Ref.  
 CA  0,34  0,23  0,70 (0,19 - 2,55) 0,585 
 CG  0,17  0,31  1,88 (0,77 - 4,62) 0,168 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
 
4.4.2 Analiza haplotipov pri preiskovankah, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol 
 
Frekvence haplotipov pri preiskovankah, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol so bile podobne 
kot v celotni skupini preiskovank. Trije SNPji gena ABCB1 (rs1128503, rs2032582, 
rs1045642) so tvorili skupno sedem haplotipov, vednar pa so le trije bili zastopani s 
frekvenco večjo od 5 %. Tri SNPje gena ABCC2 (rs2804402, rs717620, rs2273697) smo 
zasledili na štirih različnih haplotipih, od katerih so vsi imeli frekvenco večjo od 5 %. Dva 
SNPja gena UGT2B7 (rs7668258, rs28365063) sta tvorila štiri predvidena haplotipe, od 
katerih so trije imeli frekvenco večjo od 5 % (preglednica 37). 
 
Z binarno logistično regresijo smo primerjali razporeditev haplotipov med skupino bolnic z 
neželenimi učinki in skupino bolnic brez neželenih učinkov. V preiskovanem vzorcu noben 
od predvidenih haplotipov ni bil statistično značilno povezan s pojavom slabosti, bruhanja, 
zaprtja ali omotice (preglednica 38 in 39).  
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Preglednica 37: Frekvenca haplotipov pri preiskovankah, ki so vsaj 4 tedne jemale tramadol 
 
Gen Haplotip Predvidena frekvenca 
ABCB1 CGC  0,41  
 TTT  0,36  
 CGT  0,15  
 TTC  0,03  
 CTT  0,03  
 TGT  0,01  
 TGC  0,004  
ABCC2 TGG  0,37  
 CGG  0,23  
 CAG  0,20  
 TGA  0,19  
UGT2B7 TA  0,49  
 CA  0,34  
 CG  0,17  
 TG  0,01  
Vrstni red SNPjev v haplotipu od 5' proti 3': 
ABCB1: rs1128503, rs2032582, rs1045642 
ABCC2: rs2804402, rs717620, rs2273697 
UGT2B7: rs7668258, rs28365063 
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Preglednica 38: Povezava preučevanih haplotipov s slabostjo in bruhanjem (vključeni so haplotipi s frekvencami 5 % ali več). 
 
  Slabost 
 
Bruhanje 
 
Gen Haplotip Predvidena 
frekvenca 
bolnice brez 
neželenega 
učinka 
Predvidena 
frekvenca 
bolnice z 
neželenim 
učinkom 
OR (95% CI) P Predvidena 
frekvenca 
Bolnice brez 
neželenega 
učinka 
Predvidena 
frekvenca 
Bolnice z 
neželenim 
učinkom 
OR (95% CI) P 
ABCB1 CGC  0,41  0,41  Ref.  0,43  0,27  Ref.  
 TTT  0,35  0,37  1,04 (0,52 - 2,07) 
0,921 0,35  0,38  1,17 (0,39 - 3,54)  0,779 
 CGT  0,17  0,13  0,77 (0,33 - 
1,81) 
0,554 0,15  0,22  1,55 (0,38 - 6,25)  0,540 
ABCC2 TGG 0,39  0,34  Ref.  0,37  0,33  Ref.  
 CGG 0,23  0,23  1,12 (0,54 - 2,32) 
0,755 0,24  0,22  0,95 (0,23 - 3,90)  0,946 
 TGA 0,20  0,19  1,03 (0,42 - 2,56) 
0,948 0,19  0,22  1,23 (0,31 - 4,85) 0,766 
 CAG 0,19  0,24  1,47 (0,65 - 
3,32)  
0,353 0,20  0,22  1,11 (0,38 - 3,22)  0,844 
UGT2B7 TA  0,48  0,51  Ref.  0,50  0,39  Ref.  
 CA  0,34  0,34  0,93 (0,49 - 1,77)  
0,832 0,33  0,39  1,41 (0,46 - 4,36) 0,550 
 CG  0,18  0,13  0,69 (0,26 - 1,78) 
0,437 0,16  0,22 1,73 (0,57 - 5,26) 0,333 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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Preglednica 39: Povezava preučevanih haplotipov z zaprtjem in omotico (vključeni so haplotipi s frekvencami 5 % ali več). 
 
  Zaprtje 
 
Omotica 
 
Gen Haplotip Predvidena 
frekvenca 
Bolnice brez 
neželenega 
učinka 
Predvidena 
frekvenca 
Bolnice z neželenim 
učinkom 
OR (95% CI) P Predvidena 
frekvenca 
Bolnice brez 
neželenega 
učinka 
Predvidena 
frekvenca 
Bolnice z 
neželenim 
učinkom 
OR (95% CI) P 
ABCB1 CGC  0,44  0,38    0,40  0,43    
 TTT  0,31  0,40  1,54 (0,75 - 3,18) 0,239 0,36 0,34  0,88 (0,44 - 1,75) 
0,718 
 CGT  0,16  0,14 0,98 (0,46 - 2,11) 0,968 0,16  0,14  0,80 (0,34 - 1,90) 
0,604 
ABCC2 TGG  0,39  0,34    0,35  0,40    
 CGG  0,21  0,27  1,45 (0,71 - 2,96) 0,302 0,20  0,29  1,33 (0,64 - 2,75) 
0,440 
 TGA  0,22  0,17  0,84 (0,37 - 1,88) 0,670 0,22  0,15  0,52 (0,20 - 1,36) 
0,180 
 CAG  0,19  0,22  1,33 (0,62 - 2,89) 0,463 0,23  0,16  0,60 (0,23 - 1,55) 
0,290 
UGT2B7 TA  0,47  0,51   0,49  0,48    
 CA  0,35  0,33  0,88 (0,49 - 1,65)  0,726 0,34  0,35  1,06 (0,55 - 2,05) 
0,863 
 CG  0,17  0,16  0,90 (0,40 - 2,02) 0,795 0,16  0,17  1,05 (0,44 - 2,48) 
0,918 
OR: razmerje obetov 
95 % Cl: 95-odstotni interval zaupanja 
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5 RAZPRAVA 
 
V raziskavi smo izvedli genotipizacijo 113 preiskovank za najpogostejše polimorfizme gena 
CYP2D6 in preverili njihov vpliv na pojav neželenih učinkov pri lajšanju bolečine s 
tramadolom v prvih štirih tednih po operaciji. Poleg tega smo ovrednotili tudi pogostnost 
izbranih funkcionalnih polimorfizmov v genih za prenašalca ABCB1 in ABCC2, kot tudi v 
genu za konjugacijski encim UGT2B7, ter njihov vpliv na prenehanje jemanja tramadola 
zaradi pojava neželenih učinkov, kot so  slabost, bruhanje, zaprtje ali omotica.  
 
Razlike v plazemski koncentraciji zdravil lahko pripišemo razlikam v aktivnosti encimov, 
ki sodelujejo v njihovi presnovi. Prevelika koncentracija zdravila v krvni plazmi lahko 
povzroči pojav neželenih učinkov medtem, ko ob premajhni koncentraciji zdravila ni 
terapevtskega učinka. S pomočjo fenotipizacije ali genotipizacije lahko napovemo kakšna je 
aktivnost teh encimov in na podlagi tega določimo odmerek zdravila, ki bo učinkovit in 
varen (Stamer in sod., 2003). Pri fenotipizaciji bolnika obremenimo z enkratnim odmerkom 
zdravila in nato izmerimo razmerje med koncentracijo zdravila in njegovega presnovka. Na 
podlagi dobljenega razmerja lahko napovemo metabolno kapaciteto bolnika. Ta pristop 
pomeni veliko obremenitev za bolnika in zaradi kompeticije med substrati za isti izoencim 
močno poveča tveganje za pojav neželenih učinkov. Genotipizacija temelji na analizi 
genomske DNA in je bolj primerna za klinične in populacijske študije, saj razen odvzema 
krvi ne pomeni dodatne obremenitve za bolnika (Dolžan in Kores-Plesničar, 2002).  
 
5.1 CYP2D6 
 
V naši raziskavi je 14 izmed 113 preiskovank predčasno prekinilo zdravljenje zaradi pojava 
neželenih učinkov. Za eno preiskovanko, ki je prekinila zdravljenje nismo imeli podatka o 
genotipu.Več prekinitev zdravljenja s tramadolom je bilo v skupini počasnih in vmesnih 
presnavljalk kot pa v skupini hitrih in ultrahitrih presnavljalk substratov CYP2D6. Pri 99 
preiskovankah, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol smo opazili statistično značilno 
povezavo med fenotipom CYP2D6 in pojavnostjo bruhanja pri vmesnih in hitrih 
presnavljalkah. Pri ostalih polimorfizmih pa v raziskavi nismo opazili, da bi prišlo do večje 
pojavnosti slabosti, bruhanja, zaprtja ali omotice v skupini hitrejših presnavljalk v primerjavi 
s skupino počasnih presnavljalk substratov CYP2D6.  
 
Encim CYP2D6 je ključen v fazi 1 presnove in sicer pretvori tramadol v O-desmetiltramadol 
(M1). Poleg tega lahko CYP2D6 pretvori presnovek M2 v M5, ki je prav tako farmakološko 
aktivna spojina, za razliko od ostalih neželenih produktov presnove. V študijah pogosto 
zasledimo nasprotujoče si podatke glede korelacije med pojavnostjo neželenih učinkov in 
fenotipom CYP2D6. Nekatere študije poročajo, da se neželeni učinki pogosteje pojavljajo 
pri slabih in vmesnih presnavljalcih kot pri hitrih in ultrahitrih presnavljalcih (Gan in sod., 
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2007), medtem ko ostali poročajo, da se frekvenca neželenih učinkov poveča s koncentracijo 
presnovka (+)-M1 v krvni plazmi, ki je največja pri hitrih in ultrahitrih presnavljalcih 
substratov CYP2D6 (Lassen in sod., 2015). Kirchheiner in sod. (2008) so v svoji študiji 
potrdili, da ultrahitri presnavljalci občutijo večje lajšanje bolečine, vendar pa je pri tej 
skupini tudi omotica bolj pogosta kot pri hitrih presnavljalcih. Podobno so Poulsa in sod. 
(1996), poročali, da imajo hitri presnavljalci večjo frekvenco neželenih učinkov v primerjavi 
s slabimi presnavljalci. Zelo malo raziskav potrjuje trditev, da so neželeni učinki pogostejši 
pri slabih presnavljalcih .  
 
Iz vidika farmakokinetike bi največ neželenih učinkov pričakovali pri hitrih in ultrahitrih 
presnavljalcih, saj se v krvni plazmi kopiči večja količina presnovkov M1 in M5. Pojavnost 
neželenih učinkov pri slabih metabolizatorjih bi lahko razložili kot posledico počasne 
presnove in izločanja tramadola. Kim in sod. (2010) so preiskovali tudi vpliv polimorfizma 
OPRM1 rs1799971 pri ultrahitrih presnavljalcih. Pri tem polimorfizmu pride do substitucije 
nukleotida 118A>G, kar vodi do manjše količine mRNA in proteina OPRM1 v celici. 
Preiskovanci, ki so bili homozigoti za polimorfen genotip OPRM1 in hkrati ultrahitri 
presnavljalci CYP2D6, so redkeje opažali omotice in bruhanje kot preiskovanci, ki so bili 
homozigoti za normalni alel z višjo ravnjo mRNA in proteina OPRM1 v celici. Preveriti je 
potrebno, ali bi lahko polimorfizem OPRM1 rs1799971 prispeval k manjši frekvenci 
neželenih učinkov pri ultrahitrih presnavljalcih CYP2D6 v našem vzorcu.  
 
5.2 UGT2B7  
 
V celotni skupini je 13 preiskovank predčasno prekinilo zdravljenje zaradi pojava neželenih 
učinkov. Za eno preiskovanko pri polimorfizmu UGT2B7 rs7668258 nismo imeli podatka o 
genotipu. Noben od genotipov polimorfizma UGT2B7 rs7668258 (-161C>T) ni imel 
statistično značilnega vpliva na prekinitev zdravljenja. Pri polimorfizmu UGT2B7 
rs28365063 (372A>G) je homozigoten genotip za polimorfen alel GG imel statistično 
značilen vpliv na prekinitev zdravljenja v primerjavi z referenčnim genotipom AA. V 
skupini preiskovank, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol nismo opazili nobene povezave 
med preiskovanimi polimorfizmi gena UGT2B7 in pojavom slabosti, bruhanja, zaprtja ali 
omotice. Opravili smo tudi analizo haplotipov, kjer smo preučili skupni vpliv obeh 
polimorfizmov UGT2B7 na prekinitev jemanja tramadola in pojavnost neželenih učinkov. 
Tudi v tem primeru nismo opazili nobene povezave med predvidenimi haplotipi in 
prekinitvijo oziroma pojavom neželenih učinkov.  
 
Encim UGT2B7 vrši glukuronidacijo metabolita M1, kar vodi v nastanek O-
desmetiltramadol glukuronida, ki se izloči iz celice preko ABCC2-prenašalcev. V literaturi 
nismo zaznali podatkov o študijah, kjer bi preučevali vpliv teh polimorfizmov na pojavnost 
neželenih učinkov po lajšanju bolečine s tramadolom. Za ostale pogosto predpisane opioide 
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kot so morfin, kodein ali oksimorfon, je bilo opravljenih več raziskav, ki so preučevale vpliv 
polimorfizmov gena UGT2B7 na njihovo presnovo. Tako so poročali o vplivu polimorfizma 
UGT2B7 C802T, ki poveča proizvodnjo glukuroniziranega presnovka morfina M6 (M6G). 
Ta izboljša analgezijo, vendar pa je v večji meri povezan z neželenimi učinki. Poleg tega 
UGT2B7 glukurinizira tudi presnovek morfina M3 in ga s tem inaktivira (Baber in sod., 
2015). Vendar pa je sam prispevek presnovka M6G k analgeziji težko določiti, saj se zaradi 
glukuronidacije težje prenese preko krvno možganske bariere s pomočjo ABC-prenašalcev 
(Sawyer in sod., 2003). Podobno vlogo bi lahko imel tudi pri presnovi tramadola vendar je 
narejenih premalo študij, ki bi to potrdile oz. zavrgle.  
 
5.3 ABC 
 
V naši raziskavi noben od posameznih SNPjev genov ABCB1 in ABCC2 ni imel statistično 
značilne povezave s prekinitivjo zdravljenja postoperativne bolečine v celotni skupini 
preiskovank ali pojavnostjo slabosti, bruhanja, zaprtja in omotice v skupini preiskovank, ki 
je vsaj štiri tedne jemala tramadol. Da bi preverili skupni vpliv teh SNPjev smo opravili 
analizo haplotipov in tudi v tem primeru ni bilo nobene statistično značilne povezave.  
 
Medtem, ko ima prenašalec ABCC2 pomembno vlogo pri izločanju metabolita tramadola iz 
hepatocit, prenašalec ABCB1 vpliva na biodostopnost opioidov v možganih. V predhodno 
objavljenih raziskavahje bila predlagana povezava med homozigotnimi preiskovanci za 
polimorfen alel T polimorfizma ABCB1 3435 C>T (rs1045642) in manjšo pojavnostjo 
odvisnosti od tramadola v primerjavi s pacienti, ki so homozigotni za referenčni alel C. Ena 
od možnih razlag je, da polimorfni alel T vpliva na zvijanje proteina in vstavljanje v 
membrano, kar lahko v končni fazi spremeni mesto vezave substrata. Posamezniki z 
genotipom TT bodo tako imeli manj učinkovit transport tramadola skozi krvno možgansko 
bariero, to pa vodi v manjšo koncentracijo tramadola v možganih. Posledično slabše blaženje 
bolečine  lahko prispeva k večji zlorabi analgetika (Enabah in sod., 2014). Podobno bi lahko 
naša opažanja, da nismo zaznali nobene povezave med preiskovanimi polimorfizmi genov 
ABCB1 in ABCC2 in pojavnostjo neželenih učinkov, razložili z manj učinkovitim prenosom 
tramadola skozi krvno možgansko bariero.  
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5.4 ZNAČILNOSTI RAZISKAVE 
 
Opisana raziskava je prva v Sloveniji in ena redkih v svetovnem merilu, ki je preučevala 
vpliv polimorfizmov genov, ki sodelujejo pri presnovi, prenosu in konjugaciji tramadola ter 
njihovo povezavo s pojavom neželenih učinkov. 
 
Ena izmed omejitev raziskave je bila majhen vzorec preiskovank, saj bi bilo za potrditev 
vpliva določenega polimorfizma na pojav neželenih učinkov potrebno v analizo vključiti 
večje število bolnic. Poleg tega smo zajeli samo nekaj funkcionalnih polimorfizmov, vendar 
pa so ostali polimorfizmi v populaciji redki. Zanimivo bi bilo opraviti tudi genotipizacijo 
gena CYP3A4 za encim CYP3A4, ki vrši N-desmetilacijo presnovka M1 v presnovek M5, 
ki je farmakološko aktivna spojina (Lassen in sod., 2015). V analizo bi lahko vključili tudi 
gen za kationski transporter SLC22A1 (OCT1), ki se nahaja v celični membrani hepatocitov. 
Ta transporter ima pomembno vlogo pri ponovnem prenosu metabolita M1 iz krvne plazme 
v hepatocite, kjer nato sledi glukuronidacija metabolita M1 v O-desmetiltramadol 
glukuronid (Gong in sod., 2014). Encim SLC22A1 kodira gen SLC22A1 (OCT1), v katerem 
je bilo opisanih kar nekaj funkcionalnih polimorfizmov. Klinične študije so pokazale, da se 
pri CYP2D6 IM, EM in UM presnavljalcih plazemska koncentracija metabolita M1 zvišuje 
medtem, ko se razpolovna doba metabolita zmanjša v odvisnosti od števila nefunkcionalnih 
alelov OCT1 (Lassen in sod., 2015). Smiselno bi bilo  narediti tudi genotipizacijo 
polimorfizma OPRM1 A118G (rs1799971), ki ima zapis za µ-opioidni receptor, na katerega 
se veže tramadol in njegovi metaboliti. Polimorfizem OPRM1 je bil povezan z večjo 
frekvenco omotice in bruhanja (Lassen in sod., 2015). Z genotipizacijo zgoraj navedenih 
genov bi dobili širši vpogled v farmakogenetiko tramadola in pojav neželenih učinkov. 
 
Dobra lastnost raziskave je, da je bila izvedena v etnično homogeni populaciji, saj se lahko 
frekvence genotipov med različnimi populacijami razlikujejo. Vse bolnice so bile zdravljene 
po enotnem protokolu. Sledili so jih isti zdravniki, ki so neželene učinke podrobno 
spremljali. Da bi bila raziskava objektivna, je bila zastavljena kot dvojno slepa in 
randominizirana, kar pomeni, da tako zdravniki kot bolniki niso vedeli, po katerem protokolu 
je bila bolnica zdravljena, saj je v kombinaciji s paracetamolom lahko prejemala višji ali 
nižji odmerek tramadola. Bolnice so bile v obe skupini zdravljenja razporejene naključno in 
v času izvedbe raziskave še nismo imeli podatka, v katero skupino je bila uvrščena 
posamezna bolnica. Protokol raziskave namreč vključuje enoletno jemanje tramadola in 
sledenje bolnic. Da bi zagotovili nepristranost raziskave, bodo podatki o randomizaciji 
raziskovalcem na voljo šele eno leto po zaključenem sledenju bolnic.  
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6 SKLEPI 
 
Z metodo KASPar in TaqMan smo izvedli genotipizacijo funkcionalnih polimorfizmov 
genov CYP2D6, UGT2B7, ABCB1 in ABCC2, ki so udeleženi pri presnovi in transportu 
tramadola. S statističnimi metodami smo preverili ali genotipi, fenotipi ali haplotipi 
preučevanih polimorfizmov vplivajo na prekinitev zdravljenja zaradi pojava neželenih 
učinkov ali pa na pojav slabosti, bruhanja, zaprtja in omotice pri bolnicah, ki so vsaj štiri 
tedne po operaciji raka dojke jemale tramadol. V raziskavi smo delno potrdili zastavljene 
hipoteze in prišli do naslednjih ugotovitev:  
• zaznali smo statistično značilno povezavo med fenotipom CYP2D6 in zaprtjem, o 
katerem so bolj pogosto poročale vmesne in hitre presnavljalke, kar delno potrdi 
našo prvo hipotezo. Da bi hipotezo potrdili v celoti, bi to morali dokazati tudi za 
slabost, bruhanje in omotico, ki pa v našem vzorcu niso bile povezane s fenotipom 
CYP2D6.  
• izmed preučevanih polimorfizmov smo samo pri homozigotnem polimorfnem 
genotipu UGT2B7 rs28365063 GG zaznali statistično značilno povezavo s 
prekinitvijo zdravljenja zaradi pojava neželenih učinkov. Ta ugotovitev delno 
potrjuje drugo zastavljeno hipotezo. Vendar pa genetski polimorfizmi v ostalih 
preučevanih genih v našem vzorcu niso bili povezani s povečanim tveganjem za 
pojav neželenih učinkov.  
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7 POVZETEK  
 
Tramadol je centralno delujoči opioidni analgetik. Po strukturi je podoben kodeinu in 
morfinu. Ima dve enantiomerni obliki, ki z različnima mehanizmoma prispevata k 
protibolečinskemu delovanju. (+)-Tramadol in njegov presnovek (+)-O-desmetiltramadol 
sta agonista µ-opioidnih receptorjev, poleg tega (+)-tramadol poveča sproščanje serotonina 
in istočasno inhibira njegovo reabsorbcijo. (-)-Tramadol je agonist α-adrenergičnih 
receptorjev in z njihovo stimulacijo inhibira reabsorbcijo norepinefrina. V fazi 1 presnove 
encim CYP2D6 O-desmetilira tramadol in nastane farmakološko aktivna spojina O-
desmetiltramadol (M1). Poleg tega lahko encimi CYP3A4, CYP2B6 ali CYP2D6 ostale  
sekundarne presnovke pretvorijo v metabolit M5, ki je prav tako farmakološko aktivna 
spojina. Pri presnovi sodeluje tudi UGT2B7, ki vrši glukuronidacijo O-desmetiltramadola v 
O-desmetiltramadol glukuronid, kar poveča njegovo topnost in s tem izločanje preko urina. 
Pomembno vlogo imajo tudi transporterji, med njimi ABCC2, ki črpa M1 iz hepatocitov in 
ABCB1, ki vpliva na biodostopnost tramadola v možganih.  
 
Namen raziskave je bil preveriti frekvence najpogostejših alelov genov CYP2D6: *3, *4, *5, 
*6, *10, *41, *2xN, ABCB1 (rs1128503, rs2032582, rs1045642), ABCC2 (rs2804402, 
rs717620, rs2273697) in UGT2B7 (rs7668258, rs7668258) v skupini 113 preiskovank po 
operaciji raka dojke in s pomočjo logistične regresije ovrednotiti vpliv izbranih 
polimorfizmov na predčasno prekinitev zdravljenja in pojav neželenih učinkov. Želeli smo 
preveriti hipotezi, da je pogostost neželenih učinkov manjša pri slabih presnavljalkah 
CYP2D6 v primerjavi s hitrimi in ultrahitrimi presnavljalkami in da imajo nosilke genetskih 
polimorfizmov ABCB1, ABCC2 in UGT2B7 večje tveganje za pojav neželjenih učinkov kot 
preiskovanke, ki nimajo prisotnih polimorfnih alelov. 
 
Glavni vključitveni kriterij je bil operacija raka dojke, ki je vključevala odstranitev 
podpazdušnih bezgavk. Bolnice so po operativnem posegu vsaj štiri tedne na vsakih 8 ur 
prejemale tramadol v kombinaciji s paracetamolom. V zdravstveni dokumentaciji so prvi 
mesec po operativnem posegu enkrat tedensko zabeležili pojav neželenih učinkov. Bolnicam 
so pred kirurškim posegom odvzeli vzorec periferne venske krvi iz katere smo izolirali DNA 
in s pomočjo kompetitivne alelno specifične reakcije s polimerazo (KASPar) in verižne 
reakcije s polimerazo v realnem času s 5'-eksonukleaznim testom (TaqMan) genotipizirali 
funkcionalne polimorfizme genov CYP2D6, ABCB1, ABCC2 in UGT2B7.  
 
Bolnice smo razdelili v dve skupini. V prvo skupino smo združili vseh 113 bolnic, v drugo 
pa 99 bolnic, ki so vsaj štiri tedne jemale tramadol. Zaradi pojava neželenih učinkov je 
namreč 14 bolnic predčasno prekinilo zdravljenje. Pri CYP2D6 in UGT2B7 rs7668258 smo 
imeli podatke o genotipu le za 13 od 14 bolnic, ker genotipizacija po enega polimorfizma 
pri eni bolnici ni uspela.  
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Statistična analiza ni pokazala povezave med fenotipom CYP2D6 in prekinitvijo jemanja 
tramadola. Zaznali pa smo povezavo med fenotipom CYP2D6 in zaprtjem, o katerem so bolj 
pogosto poročale vmesne in hitre presnavljalke, slabe presnavljalke pa ga niso opažale. 
Preiskovanke smo na podlagi določenih fenotipov združili v skupino z zmanjšano 
zmogljivostjo presnove (PM+IM) in v skupino z dobro presnovo (EM+UM). Skupina z 
dobro presnovo je imela več kot šest krat večje tveganje za pojavnost bruhanja, v primerjavi 
s skupino z zmanjšano zmogljivostjo presnove, vendar ta vpliv ni statistično značilen. 
Rezultati nakazujejo trend, da so preiskovanke s hitro in ultrahitro presnovo bolj dovzetne 
za pojav neželenih učinkov, vendar pa bi za potrditev naše prve hipoteze verjetno potrebovali 
večje število preiskovank. 
 
Pri polimorfizmu UGT2B7 rs28365063 so preiskovanke z genotipom GG imele enajstkrat 
večje tveganje za prekinitev zdravljenja s tramadolom zaradi pojava neželenih učinkov, kot 
preiskovanke z genotipom AA. Ta vpliv je bil tudi statistično značilen. Polimorfizmi gena 
UGT2B7 niso imeli vpliva na pojav slabosti, bruhanja, zaprta ali omotice. Prav tako nismo 
opazili kakršnegakoli vpliva predvidenih haplotipov na pojav naštetih neželenih učinkov. 
Tudi pri polimorfizmih genov ABCB1 in ABCC2 nismo opazili nobene statistično značilne 
povezave s prekinitvijo zdravljenja postoperativne bolečine ali pojava neželenih učinkov. 
Pri nekaterih genotipih smo sicer opazili porast tveganja za pojav bruhanja, zaprtosti in 
slabosti, vendar pa je bilo število preiskovank v posameznih kategorijah premajhno, da bi 
rezultati bili statistično značilni. Prisotnost statistično značilne povezave med enim 
polimorfnim alelom in prekinitvijo zdravljenja, ni dovolj, da bi v celoti potrdili našo drugo 
hipotezo, ki pravi, da imajo nosilke genetskih polimorfizmov ABCB1, ABCC2 in UGT2B7 
večje tveganje za pojav neželjenih učinkov, kot bolnice ki v teh genih nimajo prisotnih 
polimorfnih alelov.  
 
Rezultati te raziskave predstavljajo zanimivo izhodišče za nadaljnje farmakogenetske 
študije. Raziskava je pomembna, ker prispeva k postavitvi kliničnih smernic za 
predpisovanje tramadola na podlagi funkcionalnih polimorfizmov v genih, ki sodelujejo pri 
presnovi tramadola. Večina študij, ki preučuje vpliv polimorfizmov na pojavnost neželenih 
učinkov se osredotoča na gene CYP2D6, OPRM1 in OCT1. Redke so študije, ki bi zajele več 
genov v fazi 1 in 2 presnove in tako preučili celostni vpliv presnove na pojav neželenih 
učinkov in na učinkovitost lajšanja bolečine. Naša raziskava je ena redkih v svetovnem 
merilu, ki preučuje vpliv polimorfizmov gena UGT2B7 na pojav neželenih učinkov pri 
lajšanju postoperativne bolečine s tramadolom. Poleg tega smo prvi, ki smo zaznali 
statistično značilno povezavo med homozigotnim genotipom GG, polimorfizma UGT2B7 
rs28365063 in prekinitvijo zdravljenja zaradi pojava neželenih učinkov, kar nakazuje na 
pomembnost tega encima pri presnovi tramadola.  
  
67 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
8 VIRI 
 
Ameyaw M., Regateiro F., Li T., Liu X., Tariq M., Mobarek A, Thornton N., Folayan G. O., 
Indalo A., Ofori-Adjei D., Price-Evans D. A., McLeod H. L. 2001. MDR1 
pharmacogenetics: frequency of the C3435T mutation in exon 26 is significantly influenced 
by ethnicity. Pharmacogenetics, 11, 3: 217-221 
 
Baber M., Bapat. P., Nichol G., Koren G. 2016. The Pharmacogenetics of opioid therapy in the 
management of postpartum pain: a systematic review. Pharmacogenomics, 17, 1: 75-93 
 
Balhara Y. P. S., Parmar A., Sarkar S. 2018. Use of Tramadol for Management of Opioid Use 
Disorder: Rationale and Recommendations. Journal of Neuroscience in Rural Practice, 9, 3: 
397-403 
 
Bastami S., Haage P., Kronstrand R., Kugelberg F. C., Zackrisson A., Uppungunduri S. 2014. 
Pharmacogenetic aspects of tramadol pharmacokinetics and pharmacodynamics after a 
single oral dose. Forensic Science International, 238: 125-132 
 
Bhasker C. R., McKinnon W., Stone A., Lo A. CT., Kubota T., Ishizaki T., Miners J. O. 2000. 
Genetic polymorphism of UDP-glucuronosyltransferase 2B7 (UGT2B7) at amino acid 268: 
ethnic diversity of alleles and potential clinical significance. Pharmacogenomics, 10, 8: 679-
685 
 
Bishop J. R. 2018. Pharmacogenetics. V: Handbook of Clinical Neurology. Neurogenetics Part 
I. Geschwind D. H., Paulson H. L., Klein C. (ur.). Saint Louis, Elsevier Science: 59-73  
 
Blanco F., Muriel C., Labrador J., Gonzalez-Porras J. R., Gonzales-Sarmiento R., Lozano F. S. 
2016. Influence of UGT2B7, CYP3A4 and OPRM1 Gene Polymorphisms on Transdermal 
Buprenorphine Pain Control in Patients with Critical Lower Limb Ischemia Awaiting 
Revascularization. Pain Practice, 16, 7: 842-849 
 
Deenen M. J., Cats A., Beijnen J. H., Schellens J. H. 2011. Part 1: background, methodology, 
and clinical adoption of pharmacogenetics. The Oncologist, 16, 6: 811-819 
 
Dolžan V., Rudolf Z., Breskvar K. 1995. Human CYP2D6 gene polymorphism in Slovene 
cancer patients and healthy controls. Carcinogenesis, 16, 11: 2675-2678 
 
Dolžan V., Plesničar-Kores B. 2002. Genetski polimorfizem CYP2D6 in ekstrapiramidni 
stranski učinki antipsihotičnih zdravil. Zdravstveni vestnik, 71, 7-8: 457-460 
 
Dolžan V. 2012. Pharmacogenetics in drug metabolism: role of phase I enzymes. V: Maitland-
Van Der Zee, Anke-Hilse (ur.). Pharmacogenetics and individualized therapy. New Jersey, 
John Wiley & Sons: 15-80 
 
Dong A. N., Tan B. H., Pan Y., Ong C. E. 2018. Cytochrome P450 genotype-guided drug 
therapies: An updated on current states. Clinical and Experimental Pharmacology and 
Physiology, 45, 10: 991-1001 
68 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
Elkalioubie A., Allorge D., Robriquet L., Wiart J., Garat A., Broly F., Fourrier F. 2011. Near-
fatal tramadol cardiotoxicity in a CYP2D6 ultrarapid metabolizer. European Journal of 
Clinical Pharmacology, 67, 8: 855-858 
 
Enabah D., Baz H. E., Moselhy H. 2014. A higher frequency of C.3435 of the ABCB1 gene in 
patients with tramadol dependence disorder. The American Journal of Drug and Alcohol 
Abuse, 40, 4: 317-320 
 
Fujiwara R., Yokoi T., Nakajima M. 2016. Structure and Protein-Protein Interaction of Human 
UDP-Glucuronosyltransferases. Frontiers in Pharmacology, 7: 388  
 
Gan S. H., Ismail R., Adnan W. A. W., Zulmi W. 2007. Impact of CYP2D6 genetic 
polymorphism on tramadol pharmacokinetics and pharmacodynamics. Molecular Diagnosis 
and Therapy, 11, 3: 171-181 
 
Gong L., Stamer U.M., Tzvetkov M. V., Altman R. B., Klein T. E. 2014. PharmGKB summary: 
tramadol pathway. Pharmacogenetics and Genomics, 24, 7: 374-380 
 
Gopisankar M. G. 2017. CYP2D6 Pharmacogenomics. The Egyptian Journal of Medical 
Human Genetics, 18, 4: 309-313 
 
Grond S., Sablotzki A. 2004. Clinical pharmacology of tramadol. Clinical Pharmacokinetics, 
43, 13: 879-923 
 
Gutmann D. A. P., Ward A., Urbatsch I. L., Chang G., Venn H. W. 2010. Understanding 
polyspecificity of multidrug ABC transporters: closing in on the gaps in ABCB1. Trends in 
Biochemical science, 35, 1: 36-42 
 
Haage P., Kronstrand R., Josefsson M., Calistri S., Schaik R. H. N., Green H., Kugelbreg F. C. 
2018. Enantioselective pharmacokinetics of tramadol and its three main metabolites; impact 
of CYP2D6, CYP2B6, and CYP3A4 genotype. Pharmacology Research And Perspectives, 
6, 4: e00419, doi: 10.1002/prp2.419: 10 str. 
 
Hassan H. E., Mercer S. L., Cunningham C. W., Coop A., Eddington N. D. 2009. Evaluation 
of the P-glycoprotein (Abcb1) affinity status of a series of morphine analogs: Comparative 
study with meperidine analogs to identify opioids with minimal P-glycoprotein interaction. 
International Journal of Pharmaceutics, 375, 1-2: 48-54 
 
He C., Holme J., Anthony J. 2014. SNP Genotying: the KASP Assay. V: Crop Breeding: 
Methods and Protocols. Fleury D., Whitford R. (ur.). New York, NY Springer New York 
Imprint: Human Press, 1145: 75-86 
 
Janicki P. K. 2013. Pharmacogenomics of Pain Management. V: Comprehensive treatment of 
chronic pain by medical, interventional, and integrative approaches: the American Academy 
of Pain Medicine textbook on patient management. Deer T. R., Leong M. S., Buvanendran 
A., Gordin V., Kim P. S., Panchal S. J., Ray A. L. (ur.). New York, Springer: 23-33 
69 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
Jia H., Guo Y., Zhao W., Wang K. 2014. Long-range PCR in next-generation sequencing: 
comparison of six enzymes and evaluation on the MiSeq sequencer. Scientific reports, 4, 1: 
5737, doi: 10.1038/srep05737: 8 str. 
 
Kim E., Choi C. B., Kang C., Bae S. C. 2010. Adverse events in analgesic treatment with 
tramadol associated with CYP2D6 extensive-metaboliser and OPRM1 high-expression 
variants. Annals of the rheumatic disesase, 69, 10: 1889-1890 
 
Kirchheiner J., Keulen J-T. H. A., Bauer S., Roots I., Brockmöller J. 2008. Effect of the 
CYP2D6 Gene Duplication on the pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Tramadol. 
Journal of Clinical Psychopharmacology, 28, 1: 78-83 
 
Lassen D., Damkier P., Brøsen K. 2015. The Pharmacogenetics of Tramadol. Clinical 
Pharmacokinetics, 54, 8: 825-836 
 
Lehtonen P., Sten T., Aitio O., Kurkela M., Vuorensola K., Finel M., Kostiainen R. 2010. 
Glucuronidation of racemic O-desmethyltramadol, the active metabolite of tramadol. 
European Journal of Pharmaceutical Science, 41, 3-4: 523-530 
 
Leppert W. 2009. Tramadol as an analgesic for mild to moderate cancer pain. Pharmacological 
Reports, 61, 6: 978-992 
 
Locher K. P. 2016. Mechanistic diversity in ATP-binding cassette (ABC) transporters. Nature 
Structural And Molecular Biology, 23, 6: 487-493 
 
Manikandan L., Nagini S. 2018. Cytochrome P450 Structure, Function and Clinical 
Significance: A Review. Current Drug Targets, 19, 1: 38-54 
 
Miley M. J., Zielinska A. K., Keenan J. E., Bratton S. M., Radominska-Pandya A., Redinbo M. 
R. 2007. Crystal Structure of the Cofactor-Binding Domain of the Human Phase II Drug-
Metabolism Enzyme UDP-Glucuronosyltransferase 2B7. Journal of Molecular Biology, 
369, 2: 498-511 
 
Orliaguet G., Hamza J., Couloigner V., Denoyelle F., Loriot M., Broly F., Garabedian E. N. 
2015. A case of respiratory depression in a child with ultrarapid CYP2D6 metabolism after 
tramadol. Pediatrics, 135, 3: 753-755 
 
Peiró A. M., Planelles B., Juhasz G., Bagdy G., Libert F., Eschalier A., Busserolles J., Sperlagh 
B., Llerena A. 2016. Pharmacogenomics in pain treatment. Drug Metabolism and 
Personalized Therapy, 31, 3: 131-142 
 
Poulsen L., Arendt-Nielsen L., Brøsen K., Sindrup S. H. 1996. The hypoalgesic effect of 
tramadol in relation to CYP2D6. Clinical pharmacology and therapeutics, 60, 6: 636-644 
 
Sadhasivam S., Chidambaran V. 2012. Pharmacogenomics of Opioids and Perioperative Pain 
Management. Pharmacogenomics, 13, 15: 1719-1740 
70 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
Sawyer M. B., Innocenti F., Das S., Cheng C., Ramírez J., Pantle-Fisher F. H., Wright C., 
Badner J., Pei D., Boyett J. M., Cook E., Ratain M. J. 2003. A pharmacogenetic study of 
uridine diphosphate – glucuronosyltransferase 2B7 in patients receiving morphine. Clinical 
Pharmacology And Therapeutics, 73, 6: 566-574 
 
Singkham N., Towanabut S., Lertkachatarn S., Punyawudho B. 2013. Influence of the UGT2B7 
-161C>T polymorphism on the population pharmacokinetics of lamotrigine in thai patients. 
European Journal of Pharmacology, 69, 6, doi: 10.1007/s00228-012-1449-5: 7 str. 
 
Somogyi A. A., Barratt D. T., Coller J. K. 2007. Pharmacogenetics of Opioids. Clinical 
Pharmacology And Therapeutics, 81, 3: 429-444 
 
Stamer U. M., Lehnen K., Höthker F., Bayerer B., Wolf S., Hoeft A., Stuber F. 2003. Impact 
of CYP2D6 genotype on postoperative tramadol analgesia. Pain, 105, 1: 231-238  
 
Strerath M., Marx A. 2005. Genotyping – From Genomic DNA to Genotyping in a Single Tube. 
Angewandte Chemie International Edition, 44, 48: http://doi.org/10.1002/annie.200501444: 
8 str. 
 
Tregouet D. A., Garelle V. 2007. A new JAVA interface implementation of THESIAS: testing 
haplotype effects in association studies. Bioinformatics, 23, 8, doi: 
10.1093/bioinformatics/btm058: 2 str. 
 
Tzvetkov M. Z., Saadatmand A.R., Lötsch J., Tegeder I., Stingl J. C., Brockmöller J. 2011. 
Clinical Pharmacology And Therapeutics, 90, 1: 143-150 
 
Wilkens S. 2015. Structure and mechanism of ABC transporters. F1000 Prime Reports 7, 14 : 
doi: 10.12703/P7-14: 9 str. 
 
Zanger U. M., Raimundo S., Eichelbaum M. 2004. Cytochrome P450 2D6: Overview and 
update on pharmacology, genetics, biochemistry. Nauny-Schmiedeberg's Arch Pharmacol, 
369, 1: 23-37 
 
Zhou S. F. 2009. Polymorphism of Human Cytochrome P450 2D6 and its clinical Significance: 
Part I. Clinical Pharmacokinetics, 48, 11: 689-723 
 
Jeriha J. Farmakogenetika lajšanja pooperativne bolečine s tramadolom.   
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in strukturne biologije, 2019 
 
 
 
ZAHVALA 
 
Mentorici prof. dr. Viti Dolžan se zahvaljujem za zaupanje, da mi je omogočila opravljanje 
magistrskega dela na Inštitutu za biokemijo v Laboratoriju za farmakogenetiko. Iskreno se 
ji zahvaljujem za usmerjanje pri nastajanju tega dela, napotke in predloge med delom, 
predvsem pa za skrben pregled in popravke pri pisanju naloge.  
 
Posebna zahvala gre Savici Soldat, ki me je uvedla v laboratorijsko delo ter mi s pozitivno 
energijo in spodbudo vedno priskočila na pomoč.  
Prav tako se zahvaljujem doc. dr. Katji Goričar, ki mi je pomagala pri obdelavi in 
interpretaciji podatkov. Zahvaljujem se tudi vsem ostalim zaposlenim v Laboratoriju 
farmakogenetike: Tanji Blagus, Sari Redenšek in Maji Žugec.  
 
Najlepša hvala recenzentki doc. dr. Jerneji Ambrožič Avguštin za pregled magistrskega dela 
in spodbudne besede za nadaljnji študij.  
 
Magistrska naloga ne bi nastala brez podpore prijateljev. Hvala vsem, ki ste mi stali ob strani 
tako v dobrem, kot slabem.   
 
Največ mi pomeni, da so mi vedno stali ob strani moji najbližji. Oče in mama sta mi bila v 
veliko oporo, vedno poslušala moje želje, me spodbujala v vsem, zaupala in verjela vame.  
Enako se zahvaljujem mojemu bratu Nejcu in babici Pavli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
